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Hubungan Ekspres Protein Eritropoietin (Epo) Dengan
Peningkatan Jumlah Sel Pada Jaringan Kanker Payudara
Firli Rahmah PD, Fatchiyah, M. Darwin P
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan limu Péatggan Alam,
Universitas Brawijaya, Malang

ABSTRAK
Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui eksppesiein Epo pada
jaringan kanker payudara dan mengetahui hubungspresi protein
tersebut dengan peningkatan jumlah sel kanker joaithgan kanker.
Jaringan kanker payudara stadium |11l dan Nardlisis dengan
imunohistokimia menggunakan antibodi primanti-Epo rabbit
policlonal dan antibodi sekunddggoat anti rabbit 1gG rhodamine
labelled Ekspresi protein Epo divisualisasi dan dianalehgan
menggunakan mikroskopgConfocal Laser Scanning Microscope
(Olympus) dengan diukur tingkat perpendaran waraagsuai titik
dimana pada kontrol HE dihitung jumlah selnya. Belaya
dilakukan perhitungan jumlah sel pada jaringan kangayudara
yang telah diwarnai dengan Hematoxilin-Eosin (HBE)asil
penelitian menunjukkan bahwa intensitas ekspresiepr Epo/sel
yang paling tinggi adalah pada stadium Il (3.75@22 dan intensitas
Epo/sel yang paling rendah adalah pada stadiunI&4(+ 0.85).
Berdasarkan hasil penelitian tersebut diduga balh@spon sel
terhadap hipoksia berbeda pada masing-masing sta#éanker,
sehingga diketahui bahwa pada stadium Il terjadikamsme
pertahanan diri dari sel untuk mempertahankan alipgda kondisi
hipoksia. Berdasarkan hasil perhitungan jumlahdgedtahui bahwa
nilai ekspresi Epo tidak berpengaruh terhadap jpéatan jumlah
sel pada jaringan kanker payudara.

Kata kunci: Antibodi, imunohistokimia, intensitas, kanker
payudara, sel



Erythropoietin (Epo) Expression Related with the Increase
Number of CellsIn the Breast Cancer Tissue
Firli Rahmah PD, Fatchiyah, M. Darwin P
Biology Department, Faculty of Mathematic and Nak®ciences,
Brawijaya University, Malang

ABSTRACT
The aim of this study is to determine erithropoi€iEpo) expression
correlated with the number of cancer cells in breascer tissue. To
analyze the expression of Epo in breast cancaretias the ¥, 2,
39 and 4 stadium by using immunohistochemistry method with
primary antibodi #&nti-Epo rabbit polyclondl and secondary
antibody Goat anti-rabbit IgG rhodamine labell®dAnd then , to
measure the Epo expression was visualized by imjocal Laser
Scanning Microscop@lympus). To calculate the number of cells of
breast cancer tissue which stained by Hematoxiight: (HE). The
result of this experiment showed that Epo expresto each cells
are differently on each cancer stadium, which tighdst expression
of Epo per cell is on the"®stadium (3.75 + 2.02), and the lowest
expression of Epo per cell is on the stadium (2.64 + 0.85). These
data conducted that cell respons to Epo productias different at
many stadium of cancer, indicated that dfi @adium there is a
mechanism self-defense of cancer cellsin responsygoxic
conditions. Based on the number of cells, theraascorrelation
between Epo expressions with the total cells.

Keywords: antibody, immunohistochemistry, intensity, breast
cancer, cdls.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Eritropoietin (Epo) adalah hormon yang berfungsituln
meningkatkan jumlah sel eritrosit. Epo diproduksiutama oleh
ginjal dan sebagian kecil diproduksi di hati. Te@igbawah kondisi
hipoksia semua sel pada dasarnya memiliki kemampuwatnk
mentranskripsi gen Epo. Produksi Epo di ginjal if&rsterus-
menerus, sedangkan produksi Epo oleh hepatosit ifdiers
proporsional tergantung stimulus hipoksia padateedebut. Epo
bersirkulasi dalam pembuluh darah dan mengikatpteseeseptor
spesifik di sel-sel progenitor eritroid untuk memagiabilitas,
proliferasi dan diferensiasi prekursor-prekursoitr@d sehingga
mengakibatkan peningkatan jumlah sel eritrosit.irRgatan jumlah
sel eritrosit menyebabkan peningkatan kapasitag@ksdarah dan
meningkatkan tekanan oksigen jaringan sehinggadiemekanisme
feedbacknegatif terhadap produksi Efpdelkman, 2004)

Pada kondisi hipoksia, sel kanker dapat mensintgsiin Epo
dengan kontrol dari proteiklypoxia Inducible Factor-1(HIF-1).
Protein HIF-1 merupakan faktor transkripsi yang gaar respon
adaptif terhadap kekurangan oksigen pada sel demgatranskripsi
beberapa gen target yang berhubungan dengan peatahaup sel,
salah satunya adalah gen Epo. Epo bekerja mekalizinnya dengan
reseptor eritropoietin (EpoR) di eritrosit, tetapioduksi EpoR
sendiri tidak dipengaruhi oleh HIFtl EpoR adalah anggota dari
famili reseptor sitokin. Meskipun EpoR tidak mefiliaktivitas
kinase intristik, tetapi pada saat Epo berikatangdanya akan
menyebabkan teraktifkannya tirosin kinase intrdseluuntuk
mengaktifkan sinyal mitogenesis pada sel (Acs,,d¢01)

Terikatnya Epo pada EpoR di membran sel menyebabkan
perubahan konformasi EpoR yang mengakibatkan tafwsflasi
dan aktivasi protein JAK2 serta fosforilasi gugesidu tirosin di
domain sitoplasmik EpoR oleh JAK2. Untuk mengatetakanan
hidup sel, kompleks EpoR-JAK2 memfosforilasi mole8TAT5
sehingga bertranslokasi ke nukleus dan memicukriss beberapa
gen yang secara umum fungsinya adalah meningkdt&thanan
hidup dan mencegah apoptosis sel (Weiss, 2003)



Kanker payudara merupakan kanker dengan frekuezjadian
paling banyak pada wanita seluruh dunia dengardiegjayang terus
menerus meningkat setiap tahunnya. Terdapat lebih sétu juta
pasien baru setiap tahun dan sekitar 350.000 dramya terjadi di
Asia (Nichols, dkk., 2005). Di Asiage-standardized incidence rate
(ASR) untuk kanker payudara adalah 36,2 per 100@88ulasi.
Angka tersebut masih lebih rendah dibandingkanegdjara-negara
Barat yang mencapai lebih dari 80 per 100.000 @smpuUlFerlay,
dkk., 2010). Meskipun angka ASR di Indonesia maaiih rendah
di bandingkan di negara-negara Barat, tetapi karkmmnesia
merupakan negara dengan jumlah penduduk terbarerdkskedunia,
maka jumlah penderita kanker payudara ini telahjatkrsalah satu
masalah kesehatan yang serius di Indonesia.

Penelitian yang di lakukan oleh Acs, G dkk (200I)tul
mengetahui ekspresi protein Epo dan EpoR dilakukengan
pengamatan imunohistokimia jaringan kanker payutiasal biopsi.
Hasil dari penelitian tersebut menunjukkan bahwatgan Epo dan
EpoR berekspresi tinggi pada jaringan kanker payjdsedangkan
pada jaringan payudara normal menunjukkan ekspmsidan EpoR
yang rendah. Dalam penelitian tersebut diketahgd joahwa pada
jaringan kanker yang mengekspresikan kedua preatesebut jarang
ditemukan adanya mekanisme apoptosis. Dari hasilel@n
tersebut muncul dugaan kuat bahwa protein Epo gaRBberperan
dalam proses pertahanan diri sel-sel kanker paddigiohipoksia.
Meskipun demikian, sampai saat ini masih belum tdikei
hubungan antara ekspresi protein Epo dengan tingkagresifitas
sel-sel kanker. Oleh karena itu perlu dilakukan @eksaan ekspresi
protein tersebut beserta hubungannya dengan tinkgparahan
(stadium) kanker payudara dan peningkatan jumldisedekanker,
sehingga nantinya akan diketahui apakah eksprasteipr Epo
berpengaruh terhadap progresifitas penyakit kaplegudara atau
tidak.

1.2 Rumusan M asalah

Rumusan masalah yang di angkat dari penelitianaglah
apakah terdapat perubahan ekspresi protein Epojgaagan kanker
payudara dan bagaimanakah hubungan ekspresi prtaesebut
dengan peningkatan jumlah sel-sel kanker?



1.3 Tujuan Pendlitian

Tujuan dari penelitian ini adalah untuk mengetakuspresi
protein Epo pada jaringan kanker payudara dan niaimgie
hubungan ekspresi protein tersebut dengan pensgkamlah sel-
sel kanker.

1.4 Manfaat Penélitian

Manfaat dari penelitian ini yaitu diketahuinya fasimana
ekspresi Epo/sel paling tinggi pada jaringan kardedringga dapat
digunakan sebagai marker deteksi dini kanker payuda



BAB 11
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Struktur Protein Eritropoietin (Epo)

Eritropoietin adalah suatu hormon glikoprotein lxeman 30,4
kDa yang merupakan regulator utama produksi sehhdamerah
sebagai respons eritropoietik akibat penurunan émnssi oksigen
pada jaringan (Jelkmann, 1998usunan asam amino Epo berhasil
dipurifikasi tahun 197&edangkan geBpo berhasil dikloning tahun
1985. GerkEpoterdiri dari daerapromotor, lima ekson dahypoxia-
response eleme(iiRE) di daeralenhancer(Lin, dkk., 1985)

Gambar 2.1. Gen Eritropoietin terdiri dari daergtromotor, lima
ekson darhypoxia-response elemefiRE) (Jelkmann,
1992)

Promotor gen Epo tidak mempunyai elemen TATA atau CAAT
untuk aktivasi transkripsi. Elemen regulator transk yang utama
adalah hypoxia responsive elemefHRE) yang akan berikatan
dengan HIF-1 dan faktor transkripsi lain (Ebert &, 1999). Pada
manusia, MRNA Epo menyandi suatu protein dengan d€8n
amino. Namun, selama modifikasi pascatranslasidegemecahaan
asam-asam amino di 27 N-terminal dan arginin Citgthsehingga
struktur Epo matur hanya tersusun atas 165 asamoariolekul
Epo mengandung dua ikatan disulfida di antara asamo 7 dan
161 serta asam amino 29 dan 33 untuk menstabilkaktignya.
Kehilangan salah satu ikatan tersebut akan menagkkib hilangnya
bioaktivitas Epo. Selain itu, molekul Epo memiltigja gugus gula
terikat-N di posisi 24, 37, dan 83 serta satu ¢eiikat-O pada posisi

4



126. Gula terikat-O tidak memiliki fungsi pentinigtapi gula terikat-
N penting untuk stabilitas molekul Epo di sistenkiasi (Farrel,
2004)

Y N-linked
glycosylation

+ Olinked
glycosylation

Gambar 2.2. Struktur Protein Eritropoietin dimana terdapatra@da
ikatan disulfida antara asam amino 7 dengan 161 dan
asam amino 29 dengan 33 (Farrel, 2004)

2.2 Struktur Protein Eritropoietin Reseptor (EpoR)

Data-data dari penelitian yang belakangan ini dikak
menunjukkan bahwa EpoR tidak hanya terdapat pddzoseritroid
normal seperti sel endotel, sel neuron, sel leydigeloblast, dan
megakaryosit, tetapi juga terdapat pada sel-sebtukkpresi EpoR
telah di laporkan terdapat pada kanker ginjal kselker payudara,
kanker kulit, dan berbagai sel kanker yang lainnpanelitian
mengenai ekspresi EpoR pada sel kanker berhubudgagan
kemampuan sel tersebut dalam mensintesis proteiro Ep
meningkatkan dugaan bahwa penderita kanker akangatami
peningkatan proliferasi dan pertahanan hidup dalrikanker atau
menstimulasi terjadinya angiogenesis sehingga nieikan
pertumbuhan sel-sel tumor (Farrel, 2004).

Reseptor eritropoietin  (EpoR) termasuk dalam sapaitf
reseptor sitokin. Reseptor dalam kelompok ini mimi€iri-ciri
tertentu, yaitu domain pengikat ligan ekstraselullemgan dua
pasang gugus sistein motif WSXWS, satu domain mtnansbran,
dan domain intraseluler tanpa aktivitas katalifdifies dkk. 2004)
Protein EpoR tidak memiliki aktivitas tirosin kirantrinsik untuk
mengaktivasi jalur pensinyalannya. Reseptor akamgalami
dimerisasi saat berikatan dengan protein Epo sghingkan

5



mengaktivasi diferensiasi sel-sel eritroid. Domsitoplasmik EpoR
dapat dibagi menjadi dua bagian. Sekitar separuth damain
sitoplasmik yang berada dekat membran plasma, udikah untuk
membangkitkan sinyal-sinyal transduksi untuk peshSi dan
diferensiasi, sedangkan separuh lainnya dibutuhkamtuk
menghentikan sinyal transduksi (Maruyama, dkk.4)99

Ty
Two pairs of d
cysteines -
Extracellular
domain
WSXWS
<+ motif
[ ] Cell membrane
4 Boxi
<4 Box2
Intracellular
domain
-

Gambar 2.3. Struktur Protein EpoR (Farrel, 2004)

Diketahui terdapat ekspresi EpoR yang tinggi paa@ngan
kanker payudara dibandingkan pada jaringan payudranal.
Selain itu, ekspresi EpoR di endotel pembuluh danahunjukkan
potensi efek Epo pada lingkungan mikro tumor sepsmnulasi
angiogenesis. Sel-sel kanker dan endotel tumor ehkspgesikan
EpoR yang mirip dengan EpoR fungsional pada selksigtoid.
Aktivasi EpoR dapat distimulasi oleh Epo dari sidai sistemik
(dari ginjal atau hati). Selain itu, ekspresi E@ndEpoR di sel-sel
tumor serta ekspresi EpoR di sel-sel endotel pewhbdarah dapat
membangkitkan jalur aktivasi autokrin dan parakRarrel, 2004)

2.3 Sintesis Protein Epo oleh Hypoksia | nducible Factor (HIF-1)

Hipoksia yang terjadi pada sel-sel kanker akan ralealgkan sel
tersebut mengekspresikan protéiypoxia-inducible factor-IHIF-
1). HIF-1 pertama kali ditemukan di 3'-flanking reg yang
merupakan enhancer gen eritropoietin (Epo). Gen-HIberhasil
diklon di awal tahun 1990-an dan diketahui bahwatgin HIF-1
tersusun dari dua subunit, yaitu HIk-tang berukuran 120 kDa dan
HIF-13 yang berukuran 91-94 kDa (Wang & Semenza, 1993).
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Terdapat 4 domain aktif pada molekul HI&-faitu domain bHLH
untuk berikatan dengan DNA, domain PAS untuk disasi, domain
amino (NB)-terminal oxygen-dependent degradation domain
(NODDD) dan carboxy-terminal oxygen-dependent degradation
domain (CODDD) untuk degradasi, sertaamino-terminal
transactivation domaifNAD) dancarboxy-terminal transactivation
domain(CAD) yang merupakan domain transaktivasi. MoleRLH-

18 atau ARNT merupakan molekul heterodimer semua akghi
faktor transkripsi bHLH/PAS. HIFfLmemiliki domain bHLH, PAS
dan domain transaktivasi, tetapi tidak memiliki dom degradasi
(NODDD/ CODDD) sehingga terekspresi secara terusemss di
semua jaringan dalam kondisi aerobik (Whitelaw,.dkR94).

Pengaktifan gen oleh protein HIF-1 diawali dengarnkatnya
HIF-1 pada hypoxia-responsive elemeHRE), yaitu sederetan
nukleotida dengan urutan tertentu di setiap daenflancergen-gen
target HIF-1. HRE berfungsi sebagai tempat pengikapinding
site) untuk HIF-1 dan aktivasi transkripsi gen-gen érddlF-1.
Beberapa HRE yang paling banyak dipelajari antraddalah HRE
pada gen eritropoietin (Epo) daascular endothelial growth factor
(VEGF). Posisi HRE pada setiap gen target HIF-lbéea-beda.
HRE untuk gen Epo berada di regio 3'UTéh{ranslated regio)
sedangkan HRE gen VEGF berada diasiking region(Semenza &
Wang, 1992).

HIF-1 berperan penting dalam memicu transkripsigem target,
salah satunya adaldtpo. Deteksi konsentrasi oksigen di dalam sel
tidak dilakukan oleh HIF-1 secara langsung, tekegbiini dilakukan
olen dua kelompok enzinoxygen-sensingyaitu protein prolyl
hydroxylase domai(PHD) danfactor inhibiting HIF-1 (FIH). PHD
menghidroksilasi dua gugus prolil (P402 dan/ataw64p5pada
domain ODDD HIF-&. Terdapat tiga isoform PHD pada manusia,
PHD2 merupakan enzim penting yang menjadikan Hifsébagai
target degradasi pada kondisi hormoksia (JaakKkdtg 8001). Jenis
molekul sensor oksigen kedua adalah asparaginibkédasi, yang
disebut sebagaifactor inhibiting HIF-1 (FIH). Enzim ini
menghidroksilasi residu asparagin (N803) di C-TABnHIF-1o
manusia. Modifikasi kovalen tersebut memicu intsrak-TAD
dengan koaktivator transkripsional, seperti p306 @BP (Lando
dkk., 2002)
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Gambar 2.4. Aktivasi HIF-1 pada gen-gen target (Fedele dkk.,
2002)

2.4 Sinyal Transduks Epo dan EpoR

Kondisi hipoksia pada ginjal akan meningkatkan ed&sipyang di
stimulasi oleh protein HIF-1. Epo di sekresikan ojarplasma dan
ketika sampai di bone marrow, Epo akan berikatamgae EpoR
pada permukaan progenitor sel eritrosit. Ikatarar@nEpo dengan
EpoR ini menyebabkan tejadinya perubahan konformasig
menyebabkan EpoR berasosiasi dengan moldkmus family
protein kinase 2(JAK2) yang menstimulasi autofosforilasi dan
aktivasi JAK2. Selanjutnya, molekul JAK2 akan mesfboilasi
delapan residu tirosin pada domain sitoplasmik EpgRng
selanjutnya berfungsi sebagabcking siteuntuk berbagai protein
signaling intraseluler. Salah satu protein terseadalah signal
transducer and activator of transcriptior(STATS) yang di
fosforilasi oleh protein JAK2 sehingga berdisosiasiri EpoR,
membentuk dimer, dan kemudian bertranslokasi memujkieus
untuk mengaktifkan berbagai target gen, salah gatuadalah
inhibitor apoptosis Bcl-x (Silva dkk., 1999).
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Gambar 25. Persinyalan eritropoietin (Epo) dan Epo reseptor
(EpoR) (Moore E, 2011)

Aktivasi EpoR/JAK2 juga mengaktivasi beberapa prote
intraseluler yang lainnya, termasuk Shc yang akétif alan
mengkatifkan jalur signaling untuk proliferasi sedritrosit,
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) yang menindiat pertahanan
hidup sel eritroid, serta phospholipaseylGrang berperan dalam
proliferasi sel eritroid (Weiss, 2003). Aktivasi KA juga
mengaktifkarheat shock proteifHsp) 70 yang kemudian mengikat
dan meng-inaktifkan faktor-faktor proapoptotik sepepoptosis
protease activating factor-{Apaf-1) danapoptosis-inducing factor
(AIF). Aktivasi jalur fosfatidilinositol-3-kinaseRI3K) menyebabkan
fosforilasi protein kinase B (PKB atau AKT) yang mmfesforilasi
dan meng-inaktivasi regulator proapoptotik sepBed, caspase 9
dan GSK3B. PKB/AKT juga memfosforilasikB dan menyebabkan
lepasnyanuclear factor«B (NF-«B) dan translokasinya ke nukleus
di mana NR«B dapat memerantarai transkripsi gen-gen
antiapoptotik. Selain itu, PKB/AKT juga memfosfasi faktor
transkripsi FOXO, menghambat translokasinya kesatidan ligan
Fas dan Bim yang pro apoptosis, dimana semua efs&liut secara
keseluruhan mengakibatkan peningkatan ketahanamp higel
(Pajonk dkk., 2004)
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Gambar 2.6. Jalur transduksi Epo-EpoR (Moore E, 2011)

2.5 M etode | mmunohistokimia

Metode deteksi antigen-antibodi telah banyak dikeamgan
seiring dengan penemuan teknologi mutakhir dalagary biologi
molekuler bersamaan dengan penemuan terbaru metodeksi
antibodi spesifik terhadap antigen. Kemajuan tersetmemberi
kesempatan untuk membuat cara imunodiagnostik wangn dan
akurat. Kombinasi dari konsep-konsep imunologis téstologis
merupakan suatu jalan yang terbukti sangat bergatem biologi
molekuler dan biomedis, terutama dalam analisisnosarologis
pada organ-organ dalam keadaan normal maupun giétoldntuk
tujuan tersebut telah digambarkan pendekatan katihsejak abad
terakhir ini, misalnya oleh Ehrlich dan Landsteisebagai pelopor-
pelopor dalam pengembangan teknik ini (Lehr dk&99).

Prinsip dari teknik imunohistokimia adalah adanykatan
antigen-antibodi yang digunakan untuk mendetekatusumolekul
dalam jaringan. Imunohistokimia dapat mendeteksitisunolekul
yang ada di jaringan dengan menggunakan antibdiklgmal atau
monoklonal terhadap molekul yang akan dideteksin@ganakan
reaksi antigen-antibodi) dan dapat memberikan gsambkualitatif
dan kuantitatif dari intensitas warna yang terbkentdeknik
imunohistokimia dapat digunakan untuk mempelajaistrithusi
enzim yang spesifik pada struktur sel intak (nofl@agkap),
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mendeteksikan komponen sel, dan biomakromolekgrigprotein,
karbohidrat (Lehr dkk., 1999).

Keunggulan metode imunohistokimia (IHK) di bandiag
dengan metode western blotting dan metode ELISAahddahwa
pada metode IHK dapat di amati keberadaan protmila gel secara
in situ, yaitu melihat keberadaan protein pada tempat aslitiy
dalam sel. Western blot adalah proses pemindataeiprdari gel
hasil elektroforesis ke membran. Membran ini dagiperlakukan
lebih fleksibel daripada gel sehingga protein ydagplot pada
membran dapat dideteksi dengan cara visual maulpane$ensi.
Deteksi ekspresi protein pada organisme dilakukamgan prinsip
imunologi menggunakan antibodi primer dan antibedkunder.
Setelah pemberian antibodi sekunder, deteksi ditakgecara visual
dengan pemberian kromogen atau secara fluoreséhagi (&
Migliorini, 2011).

2.6 Kerangka Konseptual

Protein eritropoietin (Epo) merupakan protein yabegkerja
melalui ikatannya dengan reseptor eritropoietin of€p Faktor
transkripsi Epo adalah protein Hiéd-¥ang akan aktif mentranskripsi
gen Epo jika sel berada dalam kondisi hipoksiaehkarpada kondisi
normal (non hipoksia) protein ini akan di degradaselalui
mekanismeproteosomal degradatiorPada progenitor sel eritrosit,
protein Epo berfungsi untuk menginduksi proliefedssi progenitor
sel-sel eritrosit tersebut, sehingga di dalam pgel ini ingin
diketahui juga apakah protein Epo mempunyai peaagsama pada
sel-sel kanker. Penambahan jumlah sel sebagaiatakddur
persinyalan protein Epo dapat menyebabkan terjadpsrubahan
histologi jaringan kanker payudara dan mungkin kibed terhadap
tingkat stadium kanker payudara. Oleh karena itlupdi lakukan
analisis ekspresi Epo dan hubungannya terhadapustd@nker dan
penambahan jumlah sel pada jaringan kanker payudara

Proteosomal 1l
Non-hipoksia degradation Epo tidak
HIF1o HIF1at S

.
Hipoksial

IIF 4f’ TranskripsiEpo  — EpoT —» Jumlahsel ?
HIF1B

CBP/p300

— Epoy

tertranskripsi
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BAB I11
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian dilakukan mulai bulan Mei 2011 sampaivéuber
2011 di Laboratorium Sentral lImu Hayati, UniveasitBrawijaya
Malang

3.2 CaraKerja
3.2.1 Kelaikan etik

Penelitian ini sudah mendapat sertifikat kelaietik (lampiran 3)
dari Komisi Etik Kedokteran, Fakultas Kedokterarnniversitas
Brawijaya (No0:157A/EC/KEPK-S3-JK/06/2011) pada tgalg 23
Juni 2011.

3.2.2 Pengambilan sampel

Sampel yang digunakan di ambil dari Rumah Sakitn Uli
Banjarmasin dan RS. Darmais Jakarta, dari pasiag yeengalami
kanker payudara mulai rentang tahun 2007 hinggél.2Gampel
pembanding juga didapatkan dari RS Darmais yangnubil dari
pasien yang mengalami fibroadenoma mammae untulgetesmui
perbedaan ekspresi Epo antara jaringan kanker peyudengan
jaringan payudara non-kanker. Sampel yang diamdilma irisan
jaringan kanker dalam blok parafin setebal + 5unmgydelah
ditempelkan pada slide glass.

3.2.3 Pewarnaan hematoksilin-eosin (HE)

Langkah awal dari pewarnaan HE adalah irisan janniganker
pada gelas preparat direndam dalam xylol | selafhanénit dan
kemudian dalam xylol Il selama 5 menit. Selanjutrdilakukan
dehidrasi dalam etanol absolut, 90% dan 70% masnaging
selama 5 menit. Setelah itu slide dicuci dengan B&&ma 5 menit
dan diulang sebanyak 3 kali. Kemudian preparatnd&en dalam
pewarna hematoksilin selama 2 menit, lalu dicuchgde air
mengalir selama 5 menit. Kemudian diwarnai kemtafigan eosin
selama 10 menit. Selanjutnya preparat dicuci dersgamengalir
selama 5 menit dan di dehidrasi kembali denganoktéd% dan
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90% masing masing selama 2 menit dan dilanjutkangale etanol
absolut selama 2 menit sebanyak 2 kali. Selanjustigia di rendam
pada xylol | dan xylol II masing-masing selama 5niheSlide
kemudian dikering anginkan dan ditetesi dengan etauth) lalu
ditutup dengan coverglass dan diamati (BancroftMarilyn (2002)
dalam Firdausi, 2008).

Selanjutnya hasil pewarnaan HE di amati dengan gwerakan
mikroskop cahayé@upright brightfield)untuk menghitung jumlah sel
pada jaringan kanker payudara. Di ambil 3 bidangdpag untuk
masing-masing slide preparat untuk kemudian dingitiumlah sel
yang terdapat pada ketiga bidang pandang tersetiuk umasing-
masing preparat yang di amati. Dari ketiga bidaagdang tersebut
kemudian di jumlah dan hitung rata-rata jumlah @fla masing-
masing sampel. Setelah itu, dihitung rata-rata @méel untuk
masing-masing stadium dan kemudian di hubungkangaiten
intensitas ekspresi Epo untuk dihitung intensitespeesi Epo/sel.

3.2.4 Pembuatan kontrol negatif

Slide preparat direndam dalam xylol | dan xyloii&sing masing
selama 5 menit, kemudian direndam dalam etanollatbselama 5
menit sebanyak 2 kali dan dilanjutkan dengan et8aéb dan 70%
masing-masing selama 5 menit. Selanjutnya direndiaiam PBS |,
II, 1l masing-masing selama 5 menit. Kemudian prep
dimasukkan dalam buffer sitrat 10mM (pH 6) dan dgskan dalam
microwave pada temperatur tinggi selama 10 menit. Prepaaat d
wadah selanjutnya dikeluarkan dari mirowave damngjgu beberapa
saat. Setelah itu, preparat dicuci dengan PB$ Ill] ilnasing masing
selama 5 menit, lalu di bloking menggunakan 2% sksm selama
1 jam. Kemudian di cuci kembali dengan PBS I, Il, rhasing
masing selama 5 menit. Kemudian ditetesi dengahatitsekunder
Rhodamin (1:1000) selama satu jam dalam suhu rzan@ cahaya,
kemudian di cuci dengan PBS I, I, Il masing-mgsselama 10
menit.

3.2.5 Imunohistokimia (IHK) protein Epo

Pewarnaan imunohistokimia yang dilakukan adalahapeaan
single staining terhadap protein Epo. Sebelum diamproses
pewarnaan, preparat terlebih dahulu di inkubasardabven suhu
37°C selama + 24 jam, selanjutnya preparat di letaldiaatashot
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plate suhu 46C selama 3 jam. Setelah itu slide preparat direndam
dalam xylol | dan xylol Il masing-masing selama Bnit, kemudian
direndam dalam etanol absolut selama 5 menit seka?ykali dan
dilanjutkan dengan etanol 90% dan 70% masing-masaigma 5
menit. Selanjutnya direndam dalam PBS I, I, Il simg-masing
selama 5 menit. Kemudian preparat dimasukkan da@m\ buffer
sitrat (pH 6) dan dipanaskan dalam microwave pddgh
temperature selama 10 menit. Preparat dan wadah selanjutnya
dikeluarkan dari mirowave dan ditunggu beberapa Setelah itu,
preparat dicuci dengan PBS |, Il, [l masing-massetama 5 menit,
lalu di blocking menggunakan 2% susu skim selama 1 jam.
Kemudian di cuci kembali dengan PBS |, Il, Ill magimasing
selama 10 menit. Kemudian ditetesi dengan antilpodiner EPO
(1:2000) dalam 2% susu skim di suhu ruang selan@nl Setelah

itu, preparat dicuci lagi dengan PBS I, Il, Il nragsmasing selama
10 menit. Preparat lalu ditetesi dengan antibokiiisgéer Rhodamin
(1:1000) selama satu jam dalam suhu ruang tanpyaakemudian

di cuci dengan PBS |, Il, Il masing-masing selalfiamenit.

Hasil pewarnaan imunohistokimia di visualisasi diéurkur nilai
perpendaran warnanya menggunakan CLSMonfocal Laser
Scanning Microscopeuntuk mengetahui ekspresi protein Epo pada
jaringan kanker payudara. Untuk masing-masing stadkanker
digunakan 3 preparat dan tiap slide preparat yamgrdai di ambil 3
bidang pandang sesuai dengan bidang pandang pantieolkblE
yang digunakan untuk menghitung jumlah sel. Intessivarna dari
ketiga bidang pandang tersebut selanjutnya dihittatg-ratanya
untuk masing slide, selanjutnya dihitung rata-ratansitas ekspresi
Epo pada masing-masing stadium kanker.

3.2.6 Analisisdata

Analisis data dilakukan dengan upne-Way ANOVA yang
kemudian dilanjutkan dengahukey testika nilai P value < 0,05
untuk mengkaji apakah terdapat perbedaan ekspresgimp Epo
antara masing-masing stadium kanker (1, Il, Ilin dg). Selanjutnya
dilakukan penghitungan intensitas Epo/sel pada ngasiasing
stadium kanker dengan cara membagi nilai intengikspresi Epo
dengan jumlah sel pada masing-masing stadium kanker
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis | ntensitas Ekspresi Epo Secara | munohistokimia

Analisis intensitas protein Epo di awali demgpembuatan
kontrol negatif dan kontrol positif pada jaringaanker payudara
untuk mengetahui tingkat keberhasilan dari prosesvapnaan
imunohistokimia yang dilakukan. Kontrol negatif deantrol positif
dibuat dari jaringan yang sama, dimana kontrol tiedduat tanpa
melalui proses inkubasi dengan antibodi primer i{&pb). Hasil
yang di dapatkan dari pewarnaan imunohistokimissetaut di
tunjukkan pada gambar 4.1 di bawabh ini:

: g:i 50um d
Gambar 4.1. Histopatologi jaringan kanker payudara kontrol rigéga
(b) kontrol positif (d), kontrol positif + DIC (c)serta
kontrol HE (a),ekspresi Epo di tunjukkan dengan tanda
panah gkala IHK 50um, perbesaran 4Q0x
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Hasil diatas menunjukkan bahwa proses pewarnaa
imunohistokimia berhasil dikerjakan dengan cukupk bgang
ditandai dengan rendahnya ekspresi Epo (pendaranawaerah)
pada kontrol negatif dan tingginya ekspresi Epcagazhtrol positif.
Munculnya sedikit ekspresi Epo pada kontrol negdditiiga karena
proses pencucian dengan PBS setelah blocking skisu dan
inkubasi dengan antibodi sekunder kurang bersilmgga masih ada
ikatan-ikatan non spesifik. Berdasarkan analigigible shooting
yag dilakukan, terdapat beberapa kemungkinan yaggyebabkan
kontrol negatif dapat terwarnai, antara lain yaipengenceran
antibodi yang digunakan belum tepat; waktu inkubédsngan
antibodi sekunder terlalu lama; kurang bersihnyesgs pencucian di
antara masing-masing tahapan; enzim atau biotira gadngan
bereaksi dengan dengan reagen, hal ini dapat dihirdkngan
penambahan waktu atau konsentrasi untuk blockiegggunaan
serum untuk blocking tidak tepat. Serum untuk biegkyang
digunakan harus berasal dari spesies yang sama digngakan
untuk antibodi sekunder. Blocking dapat juga dilkedwdengan susu
skim 5% atau BSA,; antibodi sekunder bereaksi sitémggan protein
endogen pada jaringan; media untuk embedding jaminigelum
hilang secara sempurna dari jaringan; spesimen alemg
kekeringan selama dalam prosedur pewarnaan (Bazltsgi2007)

Kondisi hipoksia umumnya terjadi pada sel-skhnker
dikarenakan terjadinya disorganisasi pembuluh Jasklisekitar sel
kanker yang sedang berproliferasi. Kondisi tersedkan memacu
faktor transkripsi HIF& untuk mentranskripsi beberapa gen target,
salah satunya adaldfpo. Dalam keadaan normoksia, tidak terjadi
stabilisasi HIF-& sehingga HIF-@ didegradasi dengan cepat dan
tidak terdeteksi di sitoplasma. Prolil hidroksilageHD) akan
menghidroksilasi gugus prolin di molekul Hlf-Isehingga dapat
berinteraksi dengan suatu kompleks ubiquitin-protejase melalui
protein von Hippel-Lindau (pVHL). Proses penambahgungus
ubiquitin pada HIF-& (ubiquitinasi) menjadi tanda bagi proteasom
26S untuk mendegradasi Hlfe-{Kizaka dkk., 2009). Di karenakan
faktor transkripsi dari Epo didegradasi oleh mekaw ubiquitinase,
maka gen Epo tidak akan di transkripsi yang merlyicia
rendahnya intensitas ekspresi Epo pada jaringang yadak
mengalami hipoksia. Oleh karena itu, pada penelitia dilakukan
pewarnaan imunohistokimia terhadap jaringan payudsang
mengalami kelainan fiboroadenoma mammae yang belidptadhui
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apakah pada jaringan tersebut terjadi hipoksia &tmk. Hal itu
dilakukan untuk membandingkan intensitas eksprgsd BEntara
jaringan fibroadenoma dengan jaringan kanker. Hizsil pewarnaan
jaringan fiboroadenoma mammae dapat dilihat padabgand.2
berikut:

Gambar 4.2. Histopatologi jaringan fibroadenoma mammae dengan
pewarnaan HE (a), dan dengan pewarnaan IHK (b,c)
(Skala gambar IHK 50um, perbesaran 400x

Nilai intensitas ekspresi Epo dari jaringadsrdadenoma mammae
di atas adalah sebesar 389 yang mana nilai tersebahjutnya
digunakan sebagai standar baku intensitas ekdppesidimana jika
nilai intensitas Epo sudah lebih dari 389 maka gédyaringan
tersebut adalah jaringan kanker. Berdasarkan dasil hersebut,
diduga jaringan fibroadenoma mempunyai area higokshingga
pada jaringan tersebut terekspresi protein Epod&temnya ekspresi
Epo pada jaringan tersebut menimbulkan dugaan bakedkar
hipoksia pada jaringan fibroadenoma mammae terseilaiah
rendah. Fibroadenoma mammae adalah tumor jinak yeyegdi di
payudara. Benjolan tersebut berasal dari jaringaoda (mesenkim)
dan jaringan glanduler (epitel) yang berada di paya. Penyebab
dari fiboroadenoma mammae masih belum jelas diketatamun
diduga bahwa faktor hormonal sangat berpengaruthadep
pertumbuhan dari fiboroadenoma mammae. Fibroadensamyat
jarang atau bahkan sama sekali tidak dapat memjcker atau
tumor ganas (Hadramy, 2010). Setelah dibuat komtegjatif dan
pewarnaan terhadap jaringan pembanding, selanjutiilp&ukan
pewarnaan terhadap jaringan kanker payudara stadiuihh dan 1V
dengan hasil sebagai berikut (gambar 4.3 dan 4.4):
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Gambar 4.3. Histopatologi jaringan kanker payudara stadiumah dl. Histopatologi jaringan kanker dengan
pewarnaan HE (a,d), histopatologi jaringan kankengan pewarnaan imunohistokimia (b,e),
histopatologi jaringan kanker dengan pewarnaan ahistokimia + DIC (c,f). Tanda panah

menunjukkan bagian yang mengekspresikan Sgal@ 50um, perbesaran 400x
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Gambar 4.4. Histopatologi jaringan kanker payudara stadiumdidin 1V. Histopatologi jaringan kanker dengan
pewarnaan HE (a,d), histopatologi jaringan kankenga&n pewarnaan imunohistokimia (b,e),
histopatologi jaringan kanker dengan pewarnaan ahistokimia + DIC (c,f). Tanda panah
menunjukkan bagian yang mengekspresikan Sgalé 50um, perbesaran 4Q0x
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Hasil pewarnaan imunohistokimia jaringan kanlgayudara
(Gambar 4.3 dan 4.4) menunjukkan adanya ekspresibajk pada
sel endotel pembuluh darah maupun pada sel nortedrmmbuluh
darah. Endotelium merupakan membran yang melaggah dalam
dari sistem sirkulasi yang tersusun atas sel-sabteh Endotelium
berfungsi untuk mengatur aliran nutrisi untuk selenyebarkan
molekul-molekul biologi dan sebagai saluran perkgna sel-sel
darah. Peran dari sel endotel sendiri diperantarelalui adanya
reseptor membran untuk berbagai molekul sepertiepro lipid,
hormon, serta senyawa-senyawa metabolit lainnyae€CiD dkk.,
1998). Berdasarkan dari fungsi sel endotel tersaetiduga bahwa
ekspresi Epo yang terdapat pada sel endotel meangzo di dalam
pembuluh darah yang berasal dari sel kanker itdiseginjal dan
hati. Epo diproduksi terutama oleh ginjal dan se&bagkecil
diproduksi di hati. Produksi Epo di ginjal bersifi@rus-menerus,
sedangkan produksi Epo oleh hepatosit bersifat gosigmal
tergantung stimulus hipoksia pada sel tersebut. B@sirkulasi
dalam pembuluh darah dan mengikat reseptor-resspesifik di
sel-sel progenitor eritroid untuk memacu viabilitasoliferasi dan
diferensiasi prekursor-prekursor eritroid (Jelkm2@04).

Ekspresi eritropoietin receptor (EpoR) di eéetipembuluh darah
menunjukkan potensi efek Epo pada lingkungan ntilmaor. Sel-sel
kanker dan endotel tumor mengekspresikan EpoR marig dengan
EpoR fungsional pada sel-sel eritroid. Aktivasi Rpadapat
distimulasi oleh Epo dari sirkulasi sistemik (dgmjal atau hati).
Selain itu, ekspresi Epo dan EpoR di sel-sel tusena ekspresi
EpoR di sel-sel endotel pembuluh darah dapat meghit&an jalur
aktivasi autokrin dan parakrin (Farrel, 2004). Eksp Epo selain
pada sel endotel juga terdapat pada sel-sel ka@@mbar 4.4 —
b,e). Hal ini di diduga karena sel-sel tersebut gaéami hipoksia,
sehingga ekspresi Epo terlihat sangat jelas. Radaan atau organ
normal, suplai oksigen @dapat memenuhi kebutuhan sel. Namun
pada tumor padat, laju konsumsj @apat melebihi suplai oksigen
dan menimbulkan area-area dengan kadan#&hg sangat rendah
(Vaupel, P dkk., 2001).

Terdapatnya ekspresi Epo pada jaringan kanker pagsgmakin
memperkuat dugaan bahwa Epo berperan dalam melapesiahan
diri dan perkembangan sel-sel kanker, sehingga é&kapengaruh
terhadap progresifitas jaringan kanker itu sen@ienelitian pada sel
kanker berhubungan dengan kemampuan sel terseblaim da
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mensintesis protein Epo meningkatkan dugaan baheradgpita
kanker akan mengalami peningkatan proliferasi damtapanan
hidup dari sel kanker atau menstimulasi terjadiayeyiogenesis
sehingga menyebabkan pertumbuhan sel-sel kankerel[FA004).
Epo bekerja melaui ikatannya dengan EpoR. AktNEsiR/JAK2
akan mengaktivasi beberapa protein intraselulergy#ainnya,
termasuk Shc yang akan aktif dan mengkatitkan gilymaling untuk
proliferasi sel eritrosit, phosphatidylinositol 8¥ase (PI3K) yang
meningkatkan pertahanan hidup sel eritroid, sdrspholipase Gt

yang berperan dalam proliferasi sel eritroid (W.e2893).

4.2 Nilai Ekspres Epo/Sel Pada Jaringan Kanker Payudara

Perhitungan jumlah sel pada jaringan yanditdlavarnai dengan
HE dilakukan pada 3 bidang pandang untuk masingagasampel.
Setelah dilakukan penghitungan rata-rata jumlahpsela masing-
masing stadium kanker, selanjutnya dihitung intassEpo/sel untuk
mengetahui kemampuan sel pada masing-masing stadalam
mensintesis Epo. Penghitungan dilakukan dengameanabagi rata-
rata intensitas ekspresi Epo dengan jumlah sel padang-masing
stadium. Hasil perhitungan tersebut dapat diliredgpgambar 4.5
berikut:

Intensitas Epo/sel

.

6

5

4

: |
2

1

0 Stadium kanker
stadium stadium 2 stadium 3 stadium4

Gambar 4.5. Nilai ekspresi Epo/sel pada masing-masing stadium
kanker.

Dari hasil penelitian ini, diketahui bahwaaniekspresi Epo/sel
paling tinggi yaitu pada sel-sel di jaringan kankgadium [l dan
ekspresi Epo/sel yang paling rendah adalah padsekéli jaringan
kanker stadium IV. Hal ini diduga karena kemampwsa&h pada
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masing-masing stadium berbeda-beda dalam meresppwksla,
dimana pada stadium Il sel mempunyai kemampuamgdinggi
dalam mensintesis Epo karena stimulasi hipoksiaa padngan.
Selain itu, diduga bahwa Epo terlibat dalam mekaaipertahanan
diri sel-sel kanker di bawah kondisi hipoksia seghendiduga tingkat
hipoksia jaringan yang terjadi pada stadium Il hetihggi daripada
di stadium lain yang menyebabkan sel pada stadiumempunyai
kemampuan lebih tinggi dalam mensintesis Epo. Sgdam
kemampuan sel yang paling rendah dalam mensingmisadalah
pada sel-sel di jaringan kanker stadium IV. Halsebut dapat
disebabkan karena sel kanker pada stadium IV tedetyak yang
mengalami kerusakan sehingga sintesis Epo pun r@niga
penurunan. Untuk mengetahui keadaan sel yang mempun
kemampuan paling tinggi dan paling rendah dalamsinéssis Epo
maka dilakukan perbandingan histopatologi jaringamker stadium
Il dengan stadium IV yang telah diwarnai HE. Betikoi adalah
perbandingan gambar histopatologi jaringan kankeryugara
stadium Il dan stadium IV:

Gambar 4.6 Histopatologi jaringan kanker payudara stadiur(a)l
dan stadium IV (b) dengan pewarnaan HE.

Berdasarkan gambar di atas, terlihat bahwapadh jaringan
kanker stadium Il terlihat tidak mengalami kerusgkaedangkan
pada stadium IV terlihat banyak sel-sel yang meargalpiknosis
(ditunjukkan dengan tanda panah). Hal ini mendukurasil
pengukuran intensitas Epo/sel yang telah dilakukimana pada
stadium IV telah banyak sel-sel yang mengalamidadan sehingga
kemampuan sel pada jaringan kanker stadium IV sirmaknurun
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dibandingkan dengan kemampuan sel pada stadium(Gambar
4.5). Piknosis merupakan kerusakan pada sel yaagddi dengan
terjadinya perubahan inti sel dimana batas intijagdrtidak teratur
dan inti menyusut membentuk gumpalan kecil hiperiatk yang
berwarna lebih gelap (Gunawan, 2008)

Hasil dari penelitian ini memperlihatkan bahrmga-rata jumlah
sel antar stadium kanker tidak berbeda nyata (Lampi3),
sedangkan penelitian yang dilakukan oleh Acs., @J01) dengan
menggunakan berbagai kultur sel kanker payudarg gireatmen
dengan rhEPO (recombinant human eritropoietin) mgrkan
bahwa prosentase jumlah sel yang di treatmen demgaggunakan
rhEPO lebih banyak dibandingkan prosentase jumklhksntrol
(tanpa rhEPO). Pada penelitian Acs., dkk tersebelksel pada
perlakuan kontrol sama sekali tidak di treatmengdenrhEPO
sehingga ketika dibandingkan dengan sel yang tdlatreatmen
dengan rhEPO akan menghasilkan perbedaan jumlahyasel
signifikan. Akan tetapi pada penelitian ini, perighgan sel
dilakukan pada jaringan kanker stadium 1,111l ddhdimana pada
masing-masing jaringan tersebut diketahui mengeks@an Epo
meskipun nilai ekspresinya berbeda-beda, sehingdaga bahwa
Epo berperan dalam mekanisme proliferasi sel datalpnan diri
sel kanker akan tetapi nilai ekspresi Epo tidalpbegaruh terhadap
tingkat dari proliferasi sel-sel tersebut. Didugerjadi proses
homeostatis antara Epo dengan reseptornya sehkagta jumlah
Epo dalam jaringan tinggi maka jumlah reseptornk@namenurun
dan begitu juga sebaliknya. Hal tersebut menyelalikalah Epo
yang diterima oleh sel akan sesuai dengan yandutiikan oleh sel
tersebut. Pada beberapa sel, jumlah reseptor dsgrabah dari
waktu ke waktu. Jika hormon disekresi terlampagdindaripada
kebutuhan normalnya, maka target sel akan mengatomin
regulation (penurunan jumlah reseptor) sebagai respon untuk
menyeimbangkan jumlah hormon yang akan diterimah cdel
(Silverthorn, 2004).

Ekspresi Epo pada uterus dan oviduk selaitudialeh hipoksia
juga diatur oleh hormon estrogen (Yasuda Y, .dKl98). Dari
penelitian ini diketahui diketahui bahwa 80% dagimpel yang
digunakan mengekspresikan estrogen reseptor dan 90%
mengekspresikan progesteron reseptor. Data mengestengen
reseptor dan progesteron reseptor tersebut diad#dil Medical
Record (RS. Darmais Jakarta) sampel yang digunakan dalam
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penelitian ini. Ekspresi ER dan PR pada Medicalorédiketahui
dari hasil pewarnaan imunohistokimia ER dan PR adindari MR
tersebut hanya diketahui apakah suatu jaringan ekspgesikan
ER/PR maupun tidak, dan tidak diketahui berapa ekapresi dari
ER/PR tersebut. Akan tetapi, berdasarkan penelany dilakukan
oleh Acs, G., dkk (2004) menunjukkan bahwa nila@pgksi ER dan
PR terhadap nilai ekspresi Epo pada sampel jaringanor
endometrium adalah berbanding terbalik, dimana ekspresi ER dan
PR lebih tinggi ketika ekspresi Epo rendah. Akatepe pada
jaringan kanker endometrium diketahui bahwa eksf&sdan PR
tidak berpengaruh signifikan terhadap ekspresi Egepresi ER dan
PR tetap sama meskipun ekspresi Epo berubah-uledagarkan
hasil tersebut, diduga bahwa ekspresi Epo padanggi
endometrium normal diatur oleh hormon estrogen plagesteron.
Hipotesis ini juga didukung dengan penemuan bahada p5’-
flanking region dari gen EPO pada manusia terdapltiens yang
homolog dengan sekuens yang responsibel untuk ksagi ER
(Yasuda Y, dkk 1998). Akan tetapi, terdapat mekanisme yang
berbeda untuk jaringan yang mengalami kanker enttame Tidak
ditemukan adanya korelasi antara ekspresi Epodaphekspresi ER
maupun PR, sehingga diduga bahwa pada kanker efilome
ekspresi Epo tidak dipengaruhi oleh hormon steroitingginya
ekspresi Epo pada sel kanker endometrium didugahubangan
dengan hipoksia tumor yang diatur oleh protein HIFAcs, G dkk.,
2004).

24



BAB V
PENUTUP

5.1 Kesimpulan

Hasil penelitian menunjukkan bahwal-sel pada jaringan kanker
stadium 1l memiliki kemampuan paling tinggi dalanemsistesis
protein Epo dan kemampuan sel dalam mensintesis sEp@kin
menurun pada stadium Il dan V. Berdasarkan hasrhitungan
jumlah sel diketahui bahwa nilai intensitas eksprepo tidak
berpengaruh terhadap peningkatan jumlah sel paoteyga kanker
payudara.

5.2 Saran

Untuk penelitian lebih dalam mengenai aktwitEpo pada
jaringan kanker payudara, akan lebih baik lagi jikduk masing-
masing jenis sel dibedakan saat penghitungannyangga akan
diketahui lebih spesifik pada sel apa Epo bereksmaling tinggi.
Selain itu, jika ingin dilakukan penelitian eksfreEpo pada
lingkunganin vivo, maka sebaiknya diukur juga protein-protein lain
yang terkait dengan protein Epo seperti EpoR ddiidd|
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Lampiran 1. M edical Record Sampel Kanker Payudara dari RS Dar mais Jakarta

30

No Nama No. PA Hb | Leu | Erit Hetm Tromb TNM Stadi | munohistokimia
! e UM 1 ER | PR | HER2
1 | Elly Firza H10-1185| 12,6 6,8 4,45 386 282 TINOMQ + + 1
Fan Lian
2 | Tjong H10-0927 | 12,3 36,6 4,21 37,2 207 TINOMO 1 + =
Prasdiana
3 | Baharia H10-0433| 12,2 8,27 4,39 395 289 TINOMO 1| + + -
4 | Hamidah H/1 10601 11,4 7,6 4,95 344 276 2
Cecilia
5 | Darmadi H10-0428 | 14,9 7.7 5 45,9 322 T2NOMO 2 + =
6 | Jumilah H10-1759| 13,8 5,48 4,72 42,9 28[L T2NOMD + + =
7 | Diyem PA/I11106| 11,2 5,8 4,22 32 322 T2N1MO 3b
8 | Rita Indriani | H10-1800| 11,f¥ 8,51 6,14 38|9 340 NIBIO | 3 + =
9 | Rosliyati H10-2268 | 13,1 195 546 41)4 775 T4ANOMBb - -
10 | Hanny Johan H10-0990 10,6 9,68 4|06 34,2 363 I1MIN| 4 e 2
11 | Naimie Eva | H10-0009 12 8,25 4,46 36|5 288 4 F+ -
12 | Ika Andriana| H10-0042| 106 8,01 3,75 34 229 ™N2| 4 - - 3




Lampiran 2. Hasll Uji Statistik Data Penelitian

Tabel 2a. Uji normalitas data intensitas Epo pada jaringan kanker

payudara
Descriptive Statistics
Std.
N Mean | Deviation | Minimum | Maximum
intensitas 1.6210H
ekspresi 12 389.8469 965.5ﬁ 2219.6
One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
intensitas ekspregi
N 12
Normal Parametets Mean 1621.0388
Std. Deviation 389.8469p
Most Extreme Absolute 131
Differences Positive 124
Negative -.131
Kolmogorov-Smirnov Z 455
Asymp. Sig. (2-tailed) .984
a. Test distribution is Normal.
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Tabel 2b. Tabd rata-rata intensitas Epo pada masing-masing stadium kanker

intensitas
ekspresi

95% Confidence Interval fo

Mean
Lower
N Mean |Std. Deviatior] Std. Error Bound Upper Bound | Minimum| Maximum

stadium 1| 3| 1.1781E! 224.7946] 1.29785E 619.7124 1736.554] 965.5(0 1413.3
stadium?2] 3 1.4029Ei 118.0470] 68.15444 1109.698 1696.1884 1321.6# 1538.3
stadium3 3 1.8160Ei 98.5793( 56.9147 1571.155 2060.924 1707.04 1898.9
stadium4 3 2.0870Ei 115.5086] 66.68894 1800.097 2373.976 2008.2i 2219.6
Total 12 1.6210Ei 389.8469 1.12539Ei 1373.3414 1868.735 965.5d 2219.6
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Tabel 2c. Hasil test uji homogenitas

Levene
Statistic dfl df2 Sig.
.893 3 8 485

Tabel 2d. Nilai signifikansi ekspresi Epo pada masing-masing

stadium kanker

Tukey HSD
Subset for alpha = 0.05
stadium N 1 2
stadium | 3 1.1781E3
stadium 2 3 1.4029E3
stadium 3 3 1.8160E3
stadium 4 3 2.0870E3
Sig. 315 191
Tabel 2e. Nilai intensitas Epo/sel
Std.
Deviatig Std.
N| Mean n Error | Minimum|Maximum
stadium [} 3| 3.0070 |1.21184 .69966| 1.73 4.14
stadium 43| 3.7533 2.0201\41 1.16637 1.72 5.76
stadium 33| 3.1800 1.0982ﬁ .63406( 2.37 4.43
stadium 43| 2.6367 | .84642| .48868| 1.82 3.51
Total 12| 3.1442 1.2391& 35771 1.72 5.76
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Tabel 2f. Nilai signifikans Epo/sel pada masing-masing stadium

Tukey HSD
Subset for
alpha = 0.05
stadium N 1
stadium 4 3 2.6367
stadium | 3 3.0070
stadium 3 3 3.1800
stadium 2 3 3.7533
Sig. 753

Tabel 2g. Nilai signifikans jumlah sel pada masing-masing
stadium kanker

Tukey HSD
Subset for
alpha = 0.05
stadium N 1
stadium | 3 428.67
stadium 2 3 470.33
stadium 3 3 619.33
stadium 4 3 848.33
Sig. .189
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Lampiran 3. Gambar Hubungan Intensitas Ekspres
terhadap Jumlah Sel pada masing-masing stadium
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