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ABSTRAK

Latar Belakang

Karsinoma duktal invasif payudara (KDIP) dengan fenotip triple negative (ekspresi reseptor hormon dan
HER2/neu negatif) memiliki perilaku klinis yang lebih agresif dan pilihan terapi yang lebih terbatas dibandingkan
tipe non triple-negative. Epidermal growth factor receptor (EGFR) merupakan famili reseptor ErbB dengan
aktivitas tirosin kinase yang meningkat ekspresinya pada beberapa neoplasma. Aktivasi EGFR berlebihan
menyebabkan peningkatan aktivitas proliferasi sel tumor.

Tujuan

Untuk menganalisis hubungan antara ekspresi EGFR dengan ekspresi Ki-67, besar tumor, dan derajat
histologik pada KDIP triple negative.

Bahan dan Cara

Arsip histopatologi dan imunohistokimia (status reseptor hormon dan HER2/neu) karsinoma payudara selama
Januari-Desember 2009 di Departemen Patologi Anatomik RSUD. Dr. Soetomo dikumpulkan. Tujuh belas
kasus KDIP triple negative terkumpul berdasarkan kriteria inklusi dan dilakukan pemeriksaan imunohistokimia
untuk ekspresi EGFR dan Ki-67. Hubungan antara ekspresi EGFR dengan Ki-67, besar tumor, dan derajat
histologik dianalisis secara statistik dengan uji Chi-square.

Hasil

Dari 17 kasus yang diteliti, sebanyak 10 kasus memiliki ekspresi EGFR positif, dan 13 kasus positif terhadap Ki-
67. Dari 10 kasus dengan ekspresi EGFR positif, 8 kasus memiliki ekspresi Ki-67 positif, 9 kasus dengan
ukuran tumor > 2 cm, dan 7 kasus dengan derajat histologik Ill. Berdasarkan analisis statistik, tidak didapatkan
hubungan yang bermakna antara ekspresi EGFR dengan ekspresi Ki-67, besar tumor, dan derajat histologik
KDIP triple negative (p>0.05).

Kesimpulan

Penelitian ini tidak menemukan adanya hubungan yang bermakna antara ekspresi EGFR dengan ekspresi Ki-
67, besar tumor, dan derajat histologik KDIP triple negative.

Kata kunci : karsinoma duktal invasif payudara, triple negative, EGFR, Ki-67

ABSTRACT

Background

Triple Negative Invasive ductal carcinoma (IDC) of the breast are characterized by poor clinical outcome. The
epidermal growth factor receptor (EGFR) is a receptor tyrosine kinase of the ErbB receptor family which is
abnormally activated in many epithelial tumor. The aberrant activation of the EGFR leads to enhanced
proliferation and other tumor-promoting activities.

Objective

To analyze the correlation between EGFR expression with Ki-67 expression, tumor size and histologic grading
in triple negative IDC.

Material and Methods

Histopathology and immunohistochemical (hormone receptor and HER2/neu status) archives of breast
carcinoma between January 2009 and December 2009 at Pathology Department Dr. Soetomo Hospital were
retrieved. Seventeen cases of triple negative IDC were collected and analyzed for EGFR and Ki-67 expression
by immunohistochemistry. The correlation between EGFR expression with Ki-67 expression, tumor size and
histologic grading were investigated.

Results

Ten and 13 out of 17 cases had positive staining for EGFR and Ki-67 respectively. Of 10 cases which
overexpressed EGFR, 8, 9, and 7 had positive Ki-67 expression, larger tumor sizes, and higher histological
grade respectively. There were no significant association between EGFR expression and Ki-67 expression,
tumor size and histopathologic grading based on statistical analysis (p>0.05).

Conclusion

This study found no correlation between EGFR expression with Ki-67 expression, tumor size and
histopathologic grading in triple negative IDC.

Keywords : invasive ductal carcinoma of the breast, triple negative, EGFR, Ki-67
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PENDAHULUAN

Karsinoma payudara merupakan jenis
tumor yang heterogen, dengan karakteristik
biologik dan luaran yang bervariasi.' Dengan
berkembangnya patologi molekuler dikenal
subtipe karsinoma payudara triple-negative
(KPTN), yaitu karsinoma payudara yang tidak
mengekspresikan reseptor hormon estrogen
(ER) dan progesterone (PR) maupun reseptor
HER2/neu pada pemeriksaan imunohistokimia.”
Karsinoma payudara triple-negative meliputi
15% dari semua karsinoma payudara.2 Mayo-
ritas KPTN merupakan tipe histologik karsinoma
duktal invasif dengan derajat histologik yang
tinggi. Karsinoma tipe ini menjadi perhatian oleh
banyak peneliti karena memiliki perilaku Klinis
yang lebih agresif dan prognosis yang lebih
buruk dibandingkan tipe non triple-negative
serta memiliki pilihan terafi yang lebih terbatas
dibandingkan tipe lainnya.*?

Salah satu perubahan dasar pada sel
kanker adalah adanya proliferasi sel yang tidak
terkendali. Adanya aktivasi reseptor faktor per-
tumbuhan (growth factor receptor) meruPakan
salah satu tahap dalam proliferasi sel.” Epi-
dermal growth factor receptor (EGFR) sebagai
salah satu anggota famili ErbB merupakan
reseptor dengan aktivitas intrinsik tyrosine
kinase. lkatannya dengan ligan menyebabkan
aktivasi jalur transduksi sinyal intrasel, utama-
nya jalur RAS/MAP kinase yang selanjutnya
mengaktivasi faktor transkipsi dalam inti sel, dan
pada akhirnya memicu proliferasi sel.*® Salah
satu marker dari proliferasi sel adalah Ki-67.
Protein Ki-67 adalah marker molekuler yang
berguna untuk menentukan growth fraction pada
sel tumor selama fase aktif siklus sel. Peme-
riksaan imunohistokimia untuk mengukur Ki-67
merupakan metode yang paling sering diguna-
kan untuk mengevaluasi proliferasi sel dan
menentukan agresivitas tumor.®

Beberapa penelitian menyatakan bahwa
ekspresi EGFR meningkat pada KPTN, bervari-
asi antara 13,8%-60%.”"° Adanya peningkatan
ekspresi EGFR pada karsinoma payudara dapat
menstimulasi proliferasi  klonal sel kanker.
Kanker dengan proliferasi sel yang tinggi akan
mempunyai pertumbuhan tumor yang lebih
cepat sehingga berpengaruh pada besar tumor
dan derajat histologiknya. Beberapa studi ter-
dahulu banyak meneliti tentang hubungan
ekspresi EGFR dengan ekspresi Ki-67, besar
tumor dan derajat histologik pada karsinoma
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payudara dengan hasil yang berbeda-beda.'***

Akan tetapi, studi tentang hubungan ekspresi
EGFR dengan ekspresi Ki-67, besar tumor dan
derajat histologik pada Karsinoma Duktal Invasif
Payudara (KDIP) triple negative masih ter-
batas.***°

Penelitian ini bertujuan untuk meng-
ungkap peran EGFR terhadap proliferasi sel
tumor pada KDIP triple negative dengan
menganalisis hubungan antara ekspresi EGFR
dengan ekspresi Ki-67, besar tumor, dan derajat
histologik pada KDIP triple negative. Dengan
diketahuinya peran EGFR terhadap proliferasi
sel KDIP triple negative maka diharapkan
ekspresi EGFR dapat digunakan sebagai faktor
prognosis pada KDIP triple negative.

METODE PENELITIAN

Tujuh belas blok parafin diperoleh dari
semua penderita karsinoma payudara dengan
hasil pemeriksaan imunohistokimia negatif
terhadap antibodi ER, PR, dan HERZ2/neu di
Departemen/SMF/Instalasi Patologi Anatomik
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga/
RSUD. Dr. Soetomo Surabaya selama periode 1
Januari 2009 sampai 31 Desember 2009
dengan kriteria inklusi: (1) pemeriksaan histo-
patologi dan imunohistokimia dilakukan di
laboratorium Patologi Anatomik RSUD Dr.
Soetomo Surabaya; (2) secara histopatologi
didiagnosis sebagai KDIP; (3) blok parafin masih
mempunyai jaringan tumor yang representatif
untuk pemeriksaan imunohistokimia; (3) belum
pernah dilakukan kemoterapi dan radioterapi
sebelumnya (ada data rekam medik). Batasan
triple negative adalah hasil pemeriksaan imuno-
histokimia ER dan PR negatif (nilai cutt off 10%),
serta HER2/neu skor O dan +1'7. Derajat
histologik ditentukan berdasarkan ’Nottingham
Modification of Bloom-Richardson system’.
Besar tumor adalah ukuran diameter terbesar
tumor yang diperoleh berdasarkan data klinis
dalam dokumen medik penderita. Kemudian
dilakukan pulasan imunohistokimia dengan
antibodi EGFR dan Ki-67 pada seluruh sampel.
Masing-masing blok parafin dipotong setebal 4
mikron, kemudian dilakukan deparafinisasi
dengan xylol dan alkohol. Pulasan imunohisto-
kimia menggunakan teknik baku streptavidin-
biotin dengan antibodi monoklonal EGFR klon
E30 (Dako) dengan dilusi 1/50, dan antibodi
monoklonal Ki-67 klon SP6 (Biocare) dengan
dilusi 1/100. Ekpresi EGFR terlihat pada mem-
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bran sel. Ekspresi Ki-67 terlihat sebagai granula
coklat pada inti. Ekspresi EGFR dan Ki-67
dihitung dalam pembesaran 400x dengan
ekspresi EGFR positif bila tampak terwarna
sedang sampai kuat pada membran sel
dan/atau sitoplasma pada = 10% sel tumor’ dan
indeks proliferasi tinggi (ekspresi Ki-67 positif)
bila = 20% inti sel terpulas.'” Untuk pulasan
imunohistokimia Ki-67 dilakukan di Laboratorium
Patologi Anatomik Fakultas Kedokteran Univer-
sitas Gajah Mada/RSU Dr. Sardjito Yogyakarta.
Analisis statistik untuk mengetahui hubungan
ekspresi EGFR dengan ekspresi Ki-67, besar
tumor dan derajat histologik digunakan uji Chi-
square, dengan batas kemaknaan p<0,05.

HASIL

Selama periode Januari-Desember
2009 di Laboratorium Patologi Anatomik
Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga/
RSUD. Dr. Soetomo terkumpul 39 kasus kar-
sinoma payudara triple negative. Dari 39 kasus
tersebut hanya 17 kasus yang memenubhi
kriteria inklusi.

Hasil pengamatan menunjukkan KDIP
Triple Negative terbanyak terjadi pada
kelompok usia 30-39 tahun yaitu sebesar 7/17
kasus dengan rentang usia penderita antara
32-68 tahun. Mayoritas penderita KDIP Triple
Negative di RSUD. Dr. Soetomo memiliki
ukuran tumor yang besar (>2 cm) sebanyak
14/17 kasus, dengan rata-rata besar tumor 6,6
cm. Sebagian besar kasus KDIP Triple
Negative memiliki derajat histologik I, yaitu
sebanyak 11/17 kasus (Tabel 1)

Berdasarkan hasil pemeriksaan imuno-
histokimia didapatkan 10/17 kasus KDIP Triple
Negative menunjukkan overekspresi protein
EGFR dan 13/17 kasus menunjukkan indeks
proliferasi yang tinggi melalui ekspresi Ki-67
yang positif. Delapan dari 13 kasus KDIP Triple
Negative dengan overekspresi EGFR menunjuk-
kan indeks proliferasi yang tinggi. Sebaliknya,
2/17 kasus KDIP Triple Negative tanpa over-
ekspresi EGFR meununjukkan indeks proliferasi
yang rendah.
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Tabel 1. Karakteristik subjek penelitian

Karakteristik Jumlah

Usia (tahun)

30 - 39 7/17
40 - 49 6/17
50 - 59 1/17
60 - 69 3/17

Rata-rata usia: 44,4
Rentang usia: 32-68
Besar Tumor (cm)
<2 3/17
>2 14/17
Rata-rata besar tumor: 6,6
Rentang besar tumor: 2-20
Derajat Histologik
| 1/17
Il 5/17
1 11/17

Hasil uji statistik Chi-square antara
ekspresi EGFR dan Ki-67 didapatkan nilai
x°=0,168, koefisien Phi=0,099 dengan p>0,05
yang berarti tidak terdapat hubungan bermakna
antara ekspresi protein EGFR dengan indeks
proliferasi tumor (ekspresi Ki-67).

Ekspresi EGFR positif pada 9 dari 14
kasus KDIP Triple Negative dengan besar tumor
>2 cm dan ekspresi EGFR negatif pada 2 dari 3
kasus KDIP Triple Negative dengan besar tumor
<2 cm. Namun demikian, uji statistik dengan
meng%unakan Chi-square Test mendapatkan
nilai x°=0,977, dengan p>0,05. Ini berarti tidak
terdapat hubungan yang bermakna antara
ekspresi protein EGFR dengan besar tumor.

Gambar A. Ekspresi EGFR positif pada membran sel
disertai sedikit reaksi pada sitoplasma (Imunohisto-
kimia, 400x).

Gambar B. Ekspresi Ki-67 positif (indeks proliferasi
tinggi) pada inti sel (Imunohistokimia, 400x).
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Tabel 2. Hubungan antara ekspresi EGFR dengan
ekspresi Ki-67, besar tumor, dan derajat histologik

EGFR Total

¥ — (%) p

Ki-67 0,682
+ 8 5 13
- 2 2 4

Besar Tumor 0,323
<2cm 1 2 3
>2 cm 9 5 14

Derajat Histologik 0,585
Rendah (I, 1) 3 3 6
Tinggi (1) 7 4 11
Total 10 7 17

Hasil pemeriksaan imunohistokimia
menunjukkan diantara 10 kasus KDIP Triple
Negative dengan overekspresi EGFR, sebagian
besar merupakan KDIP dengan derajat histo-
logik Ill. Namun diantara kasus KDIP Triple
Negative yang tidak mengekspresikan EGFR,
lebih banyak juga termasuk dalam derajat
histologik Il daripada derajat Il dan 1.

Analisis statistik menggunakan Chi-
square Test mendapatkan nilai x°=0,298,
dengan p>0,05. Ini berarti tidak terdapat
hubungan bermakna antara ekspresi protein
EGFR derajat histologik KDIP Triple Negative.

DISKUSI

Pada penelitian ini didapatkan rata-rata
usia penderita KDIP triple Negative 44,4 tahun
dengan terbanyak terjadi pada kelompok usia
30-39 tahun yaitu sebesar 7/17. Hal ini sesuai
kepustakaan dan penelitian sebelumnya yang
menyatakan bahwa karsinoma payudara triple
negative terjadi lebih sering pada usia muda <50
tahun dengan usia rata-rata 44-45 tahun.'*>*®%
Selain itu didapatkan mayoritas penderita KDIP
triple negative dengan besar tumor >2 cm dan
dengan derajat histologik yang tinggi/lll. Hal ini
sesuai dengan kepustakaan yang menyebutkan
bahwa karsinoma payudara triple negative
memiliki gambaran klinis dan patologi yang lebih
agresif, seperti rata-rata ukuran tumor yang
lebih besar dan derajat histologik yang lebih
tinggi.>*° Hasil ini tidak berbeda jauh dengan
studi terdahulu oleh Thike AA et al pada 653
kasus karsinoma payudara triple negative di
Singapura yang menunjukkan 70% kasus
dengan besar tumor >2 cm dan 77% kasus
dengan derajat histologik 111.*
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Pada penelitian ini didapatkan ekspresi
EGFR pada 10/17 kasus. Dibandingkan dengan
penelitian terdahulu, hasil yang didapatkan pada
penelitian ini tidak jauh berbeda. Penelitian oleh
Viale G et al mendapatkan ekspresi EGFR pada
57,4% kasus KDIP triple negative.15 Tiga belas
kasus KDIP triple negative pada penelitian ini
menunjukkan ekspresi Ki-67 positif, yang berarti
mayoritas kasus memiliki indeks proliferasi yang
tinggi. Hasil ini sesuai dengan beberapa studi
sebelumnya, dimana 60-79% kasus menunjuk-
kan ekspresi Ki-67 yang tinggi.”***®

EGFR tidak mempunyai hubungan
yang bermakna secara statistic dengan ekspresi
Ki-67 pada KDIP triple negative. Hal ini sesuai
dengan penelitian terdahulu oleh Viale G et al.®
Fenomena ini dapat disebabkan karena proli-
ferasi sel sendiri merupakan suatu proses yang
kompleks, yang terdiri dari beberapa tahap,
mulai dari ikatan growth factor dengan resep-
tornya, aktivasi molekul sinyal transduksi di
sitoplasma, aktivasi faktor transkripsi inti,
sampai dengan masuknya sel dalam siklus sel
dan diakhiri dengan pembelahan sel. Salah satu
komponen checkpoint siklus sel adalah p53,
yang menunjukkan respon molekular sel
terhadap kerusakan DNA sehingga menyebab-
kan apoptosis. Gen supresor tumor ini adalah
molekul efektor checkpoint fase G1/S melalui
induksi inhibitor siklus sel p21 sehingga
menyebabkan berhentinya siklus sel. Selain itu
p53 juga merupakan komponen utama pada
checkpoint fase G2/M. Adanya mutasi gen p53
akan mengakibatkan  proliferasi sel tak
terkendali.?* Kepustakaan menyebutkan karsino-
ma payudara triple negative mempunyai
ekspresi gen maupun protein p53 mutan yang
tinggi.20 Beberapa penelitan menyatakan
47,8%-64% karsinoma payudara triple negative
mengeksg)resikan protein p53 mutan yang
tinggi.7’8'l 2223 BRCA-1 yang merupakan gen
supresor tumor memiliki peran penting dalam
memperbaiki kerusakan DNA rantai ganda,
berkurangnya BRCA-1 akibat mutasi meng-
akibatkan ketidakstabilan gen sehingga menye-
babkan pertumbuhan sel tumor. Karsinoma
payudara triple negative dikatakan berhubungan
dengan mutasi BRCA-1. Mayoritas karsinoma
payudara dengan mutasi BRCA-1 memiliki
fenotip triple negative®.

Pada penelitian ini diketahui ekspresi
EGFR tidak mempunyai hubungan yang ber-
makna dengan besar tumor. Hal ini sesuai
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dengan penelitian terdahulu oleh Viale G et al
dan Thike AA et al, yang juga menyatakan tidak

adanya hubungan antara ekspresi EGFR
dengan besar tumor pada KDIP triple
negative.*° Tidak terdapatnya hubungan yang

bermakna antara ekspresi EGFR dengan besar
tumor dapat disebabkan karena pertumbuhan
masa tumor oleh proliferasi klonal sel kanker
merupakan suatu proses yang kompleks yang
dipengaruhi berbagai faktor, tidak hanya oleh
growth factor dan reseptornya. Berbagai faktor
yang mempengaruhi pertumbuhan masa tumor
yang selanjutnya menentukan stadium dari
suatu tumor antara lain: kinetik pertumbuhan sel
tumor dan angiogenesis. Kecepatan pertum-
buhan tumor tergantung dari growth fraction dan
keseimbangan antara produksi sel dan sel yang
hilang.?*

Penelitian ini tidak menunjukkan ada
hubungan yang bermakna antara ekspresi
EGFR dengan derajat pada KDIP triple
negative. Hasil yang diperoleh pada penelitian
ini sesuai dengan penelitian terdahulu oleh Viale
G." Hal ini ini kemungkinan disebabkan derajat
suatu neoplasma merupakan kombinasi antara
diferensiasi sitologik (maturitas) dan arsitektur
dari sel tumor serta jumlah mitosis sehingga
terdapat subjektivitas dalam menentukan derajat
yang dapat dievaluasi melalui interobserver
agreement baik dalam menentukan komponen
dari derajat histologik maupun derajat histologik
itu sendiri. Faktor teknis seperti metode fiksasi
dapat memberikan pengaruh yang bermakna
terhadap derajat observer agreement. Selain itu,
adekuasi samEeI dan penentuan mitosis juga
berpengaruh.**

KESIMPULAN

Penelitian ini tidak menemukan adanya
hubungan yang bermakna antara ekspresi
EGFR dengan ekspresi Ki-67, besar tumor, dan
derajat KDIP triple negative.
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