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ABSTRAK

Latar belakang

Kanker payudara merupakan salah satu penyebab kematian pada wanita. Peran survivin, yaitu suatu protein
penghambat apoptosis pada karsinogenesis payudara belum banyak diteliti. Tujuan penelitian ini adalah untuk
membuktikan hubungan positif antara ekspresi survivin dengan subtipe molekular pada karsinoma payudara
invasif tipe tidak spesifik.

Metode

Penelitian ini menggunakan metode observasional analitik potong lintang. Sampel penelitian adalah semua
sediaan blok parafin penderita karsinoma payudara invasif tipe tidak spesifik yang diperiksa secara
histopatologi dan subtipe molekular luminal, HER-2 positif dan triple negative yang diperiksa di Bagian/SMF
Patologi Anatomik Fakultas Kedokteran Universitas Udayana/RSUP Sanglah Denpasar sejak tanggal 1 Januari
2013 sampai 28 Februari 2015. Dilakukan pemeriksaan histopatologik, pembagian subtipe molekular serta
pulasan imunohistokimia survivin pada 42 sampel. Hasil penelitian dianalisis dengan uji korelasi Lambda dan uji
chi-square.

Hasil

Ekspresi survivin lebih tinggi dan berbeda bermakna (p<0,05) pada subtipe molekuler HER-2 positif dan “triple
negative” dibandingkan subtipe luminal. Distribusi kasus karsinoma payudara invasif tipe tidak spesifik subtipe
molekular luminal, HER-2 positif dan triple negative menunjukkan jumlah kasus terbanyak berada pada umur
40-49 tahun (45,2%).

Kesimpulan

Terdapat hubungan bermakna antara ekspresi survivin dan subtipe molekuler karsinoma payudara invasif tipe
tidak spesifik; sehingga dapat digunakan untuk menentukan prognosis.

Kata kunci: ekspresi survivin, karsinoma payudara invasif tipe tidak spesifik, subtipe molekuler.

ABSTRACT

Background

Breast cancer is one of the leading cause of death in female. The role of survivin, which is an apoptotic inhibitor,
in breast carcinogenesis is not well understood. The aim of this study was to know the correlation between
survivin expression and molecular subtypes of invasive carcinoma of the breast, no special type.

Methods

The sample used was paraffin blocks from cases diagnosed as invasive carcinoma no special type at
Departement of Anatomical Pathology Faculty of Medicine University of Udayana/Sanglah General Hospital
Denpasar, from 1% January 2013 to 28" February 2015. Molecular subtyping was done based on imunostaining,
as well as survivin staining. Lambda correlation test and chi-square test were performed

Results

Survivin expression was significantly higher in HER2 positive and triple negative as compared to the luminal
subtype (p<0.05). Most cases of luminal, HER2 positive and triple negative subtype were in 40-49 years old.
Conclusion

Significantly high survivin expression was found in the HER2 positive and triple negative as compare to luminal
subtype, hence can be used as prognosis predictor.

Key words: invasive carcinoma of no special type of the breast, molecular subtypes, survivin expression.
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PENDAHULUAN

Kanker payudara adalah keganasan paling
sering pada wanita diperkirakan 180.510 kasus
baru kanker payudara dan 40.910 kematian
karena kanker payudara (40.460 pada wanita
dan 450 pada laki-laki) pada tahun 2007 di
Amerika Serikat." Berdasarkan data dari Badan
Registrasi  Kanker, = Perhimpunan  Dokter
Spesialis Patologi Indonesia (IAPI) pada tahun
2010, kejadian kanker payudara di Indonesia
menempati peringkat pertama dengan proporsi
sebesar 27,17%, dibandingkan dengan kanker
leher rahim yang hanya 19,36% dari keseluruh-
an tumor ganas pada wanita.”

Perbedaan subtipe kanker payudara
bukan hanya berdasarkan gambaran patologi
seperti tipe histologik dan derajat histologik
tetapi juga pada ekspresi molekular. Subtipe
molekular merupakan salah satu faktor progno-
sis. Kanker payudara dibagi menjadi tiga subtipe
molekular utama yaitu luminal, HER-2 positif
dan basal like atau triple negative, yang mempu-
nyai hubungan penting dengan gambaran klinis,
respon terhadap terapi dan perjalanan penyakit.
Subtipe molekular luminal mempunyai perjalan-
an penyakit yang lebih baik dibandingkan tipe
lainnya. HER-2 positif dan triple negative mem-
punyai prognosis yang lebih buruk dalam lima
tahun pertama setelah didiagnosis.s’4 Beberapa
penelitian sedang dilakukan untuk menentukan
kemungkinan survivin digunakan sebagai faktor
prognosis.’

Kanker merupakan akibat dari suatu
rangkaian perubahan genetik di mana sel
normal berubah menjadi ganas ketika terjadi
penghindaran terhadap kematian sel. Penekan-
an apoptosis adalah ciri khas dari kebanyakan
kanker yang biasanya mempunyai ketidakstabil-
an genetik. Sesuai dengan hal tersebut, pada
kanker ditemukan peningkatan ekspresi bebe-
rapa anggota keluarga inhibitor of apoptosis
protein (IAP) dan ekspresi berlebihan dari IAP
akan meningkatkan resistensi terhadap stimulus
apoptosis pada banyak keganasan. Survivin
adalah anggota dari keluarga gen inhibitor
apoptosis protein (IAP), yang berfungsi meng-
hambat apaptosis dan regulasi mitosis. Survivin
terdiri 16,5 kD protein dari 142 asam amino,
yang dikode oleh suatu gen tunggal yang
berlokasi pada kromosom 17q25.°

Pada penelitian terbaru, ekspresi survi-
vin ditemukan pada 70,7%-90,2% kasus karsi-
noma payudara dengan proporsi bervariasi.
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Sebaliknya, pada jaringan payudara normal
disekitarnya tidak mengekspresikan survivin. Hal
ini sesuai dengan beberapa penelitian yang lain
bahwa survivin terekspresi pada beberapa
keganasan termasuk karsinoma payudara,
tetapi tidak pada jaringan non neoplastik.
Terdapat hubungan antara ekspresi survivin
dengan faktor prognosis buruk seperti ukuran
tumor yang besar, derajat diferensiasi histologi
yang tinggi, metastase kelenjar getah bening,
stadium tumor yang tinggi, status hormonal ER
negatif dan PR negatif.”” Jha et al., mengemu-
kakan terdapat hubungan bermakna ekspresi
survivin dengan stadium tumor, derajat diferen-
siasi histologi, status ER dan HER-2. Penelitian
lain tidak menemukan hubungan bermakna
antara ekspresi survivin dengan stadium Kklinis,
ukuran tumor, derajat diferensiasi histologi,
metastasis kelenjar getah bening dan reseptor
hormonal (ER, PR) menggunakan analisis
MRNA dan imunohistokimia.’

Berdasarkan subtipe molekular, survivin
ditemukan pada ekspresi lebih rendah pada
luminal dan lebih tinggi pada HER-2 positif serta
triple negative sebagai tanda perilaku kanker
payudara yang agresif dan mempunyai perjalan-
an penyakit yang buruk.® Stres oksidatif yang
tinggi akan menghasilkan reactive oxygen
species (ROS) yang akan menyebabkan keru-
sakan DNA sehingga akan menginduksi
apoptosis dan menurunkan ekspresi survivin
sehingga menyebabkan pembentukan kanker
ER positif atau luminal.”® Mutasi TP53 dan
ekspresi tinggi HER-2 akan menekan apoptosis
dan meningkatkan ekspresi survivin sehingga
terjadi proliferasi yang tidak terkontrol dan
pertumbuhan kanker dengan HER-2 positif."*
Mutasi TP53 dan inaktivasi BRCA1 akan
meningkatkan ekspresi survivin dan terjadi
resistensi apoptosis sehingga menyebabkan
pertumbuhan kanker triple negative.12

Tujuan penelitian ini adalah untuk mem-
buktikan hubungan positif antara ekspresi
survivin dengan subtipe molekular pada karsino-
ma payudara invasif tipe tidak spesifik.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian dengan
menggunakan metode observasional analitik
potong lintang. Penelitian dilakukan di Bagian/
SMF Patologi Anatomik Fakultas Kedokteran
Unniversitas Udayana/RSUP Sanglah sejak
tanggal 2 Juli sampai 18 Agustus 2015. Sampel
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penelitian adalah semua sediaan blok parafin
penderita karsinoma payudara invasif tipe tidak
spesifik yang diperiksa secara histopatologi dan
subtipe molekular luminal, HER-2 positif dan
triple negative yang diperiksa secara imuno-
histokimia di Bagian/SMF Patologi Anatomik
Fakultas Kedokteran Unniversitas Udayana/
RSUP Sanglah Denpasar, sejak tanggal 1
Januari 2013 sampai dengan 28 Februari 2015.
Kriteria inklusi sampel adalah sediaan blok
parafin yang berasal dari bahan biopsi atau
operasi payudara yang mengandung cukup
jaringan tumor karsinoma payudara invasif tipe
tidak spesifik dan memenuhi kriteria pengelom-
pokan subtipe molekular berdasarkan pemerik-
saan imunohistokimia serta belum mendapat
radioterapi, kemoterapi dan terapi hormonal.
Sedangkan kriteria eksklusi sampel adalah
sediaan blok parafin frozen section karsinoma
payudara invasif tipe tidak spesifik serta blok
parafin yang rusak atau berjamur.

Subtipe molekular adalah profil ekspresi
protein pada karsinoma payudara yang dikelom-
pokkan berdasarkan imunohistokimia dan klasi-
fikasi molekular yaitu luminal (ER+ dan atau
PR+, HER2- atau HER-2+), HER-2 positif (HER-
2+, ER- dan atau PR-) dan triple negative (ER-
dan atau PR-, HER2-).13 Interpretasi histomorfo-
logi ini dilihat dengan pulasan Hematoksilin dan
Eosin (H&E), menggunakan mikroskop cahaya
binokuler Olympus CX22. Interpretasi diawali
dengan pembesaran lemah 40 kali untuk melihat
arsitektur kelenjar kemudian dengan pembesar-
an kuat 400 kali untuk melihat morfologi inti.
Interpretasi imunohistokima ER positif adalah
pulasan pada nukleus berwarna coklat 21% sel-
sel tumor. PR positif adalah pulasan pada
nukleus berwarna coklat 21% sel-sel tumor.™
HER-2 positif (+3) adalah terpulas penuh kuat
pada membran >10% sel-sel tumor invasif.*®

Preparat hasil pulasan Hematoksilin dan
Eosin (H&E) sesuai nomor-nomor yang telah
dikumpulkan, dievaluasi ulang oleh peneliti dan
dua dokter spesialis patologi untuk memenuhi
kriteria inklusi dan eksklusi sehingga didapat
tiga kelompok data yaitu karsinoma payudara
invasive tipe tidak spesifik subtipe molekular
luminal, HER-2 positif dan triple negative.
Preparat yang sulit dievaluasi dilakukan potong
ulang blok dan dipulas dengan pulasan rutin
menggunakan Harris’s hematoksilin dan eosin.
Setelah itu dilakukan pemotongan ulang blok
parafin, untuk diwarnai dengan pewarnaan
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imunohistokimia survivin dengan menggunakan
antibodi primer monoklonal survivin dari Dako,
dilusi yang optimal dan antigen retrieval.
Pulasan survivin diamati secara semikuantitatif
dengan mikroskop cahaya binokuler Olympus
CX22 menggunakan pembesaran 40 kali untuk
melihat distribusi sel yang terpulas positif, dan
pembesaran 400 kali untuk melihat intensitas
pewarnaan pada sel yang terpulas positif. Sel
yang mengekspresikan survivin akan tampak
berwarna coklat pada sitoplasma dan atau inti
sel epitel ganas infiltratif. Penilaian ekspresi
survivin dihitung pada sampel menggunakan
metode skoring yang telah digunakan pada
penelitian-penelitian internasional sebelumnya.
Persentase dihitung berdasarkan sel-sel tumor
yang positif, ditentukan paling sedikit pada lima
area menggunakan pembesaran 400x dan
ditandai oleh satu dari lima kategori berikut: O:
<5%, 1: 5%-20%, 2: 21%-50%, 3: 51%-75% dan
4: >75%. Intensitas pulasan dikelompokkan
berdasarkan: (a) lemah, 1+; (b) sedang, 2+; dan
(c) kuat, 3+. Persentase dari sel-sel yang positif
dikalikan intensitas pulasan dengan skor akhir
tiap kasus adalah dengan nilai antara 0 sampai
dengan 12. Kasus dengan skor <1 disebut
negatif dan skor =1 disebut positif. Setiap
sediaan dinilai secara blind dan independen
oleh 2 orang dokter spesialias patologi anato-
mik.® Interpretasi ekspresi survivin dilakukan
oleh peneliti dan dosen pembimbing tanpa
mengetahui data klinikopatologi pasien. Kontrol
positif berasal dari jaringan tumor karsinoma
payudara invasif yang terpulas positif terhadap
survivin.

Data-data pengamatan  mikroskopik
disajikan dalam bentuk tabel dan deskriptif.
Dalam penelitian ini untuk mengetahui hubung-
an antara ekspresi survivin dengan subtipe
molekular pada karsinoma payudara invasive
tipe tidak spesifik dilakukan uji korelasi Lambda
dan uji chi-square berdasarkan uji silang 3x2
dengan uji kemaknaan ditentukan pada p<0,05.
Pada penelitian ini, analisa statistik terhadap
data penelitian dilakukan dengan menggunakan
program komputer SPSS 16,0 for windows.

HASIL

Sampel yang memenuhi kriteria inklusi dan
eksklusi terdiri atas 14 kasus karsinoma
payudara invasif tipe tidak spesifik subtipe
molekular luminal, 14 kasus karsinoma payu-
dara invasif tipe tidak spesifik subtipe molekular
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HER-2 positif dan 14 kasus karsinoma payudara
invasif tipe tidak spesifik subtipe molekular triple
negative. Karakteristik sampel penelitian disaji-
kan dalam Tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik sampel penelitian.

Subtipe molekular

Umur Luminal HER-2 Triple Total

n (%) positif negative n (%)

n (%) n (%)

Rerata+SD 52,50+7,80 52,79+7,72 45,00+11,40 50,10+9,63
30-39 0 (0) 0 (0) 4 (28,6) 4(9,5)
40-49 6 (42,9) 6 (42,9) 7 (50,0) 19 (45,2)
50-59 5(35,7) 6 (42,9) 1(7,1) 12 (28,6)
60-69 3(21,4) 1(7,1) 1(7,1) 5(11,9)
70-79 0 (0) 1(7,1) 1(7,1) 2 (4,8)

Untuk mengetahui hubungan antara
ekspresi survivin dan subtipe molekular berda-
sarkan imunohistokimia, maka dilakukan uiji
korelasi Lambda berdasarkan uji silang 3x2 dan
uji chi-square menunjukkan terdapat hubungan
positif antara ekspresi survivin dengan subtipe
molekular  (koefisien  korelasi  (A)=0,295;
p=0,045; p<0,05) disajikan dalam Tabel 2.

Tabel 2. Hasil analisis hubungan antara ekspresi
survivin dengan subtipe molekular.

Subtipe EI_<§presi survivir‘1 Koefisien
molekular Positif Negatif korelasi p
n (%) n (%) ()
Luminal 9(64,3) 5(35,7)
HER-2 positif 13(92,9) 1(7,1) 0,295 0,045

Triple negative 13 (92,9) 1 (7,1)

Gambar 1. Ekspresi survivin positif pada subtipe
molekular luminal. Survivin terpulas pada nukleus dan
sitoplasma >75% sel ganas dengan intensitas kuat
(insert IHK survivin, pembesaran 400x).
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Gambar 2. Ekspresi survivin positif pada subtipe
molekular HER-2 positif. Survivin terpulas pada
nukleus dan sitoplasma >75% sel ganas dengan
intensitas kuat (insert IHK survivin, pembesaran
400x).

Gambar 3. Ekspresi survivin positif pada subtipe
molekular triple negative. Survivin terpulas pada
nukleus dan sitoplasma >75% sel ganas dengan
intensitas kuat (insert IHK survivin, pembesaran
400x).

DISKUSI

Sampel penelitian karsinoma payudara invasif
tipe tidak spesifik ini menunjukkan rentang umur
penderita yang bervariasi yaitu berkisar mulai
dari umur 30 tahun sampai 74 tahun, dengan
rerata umur 50,10+9,63 tahun dan jumlah
terbanyak pada rentang umur 40-49 tahun
(45,2%). Karsinoma payudara jarang terjadi
pada wanita umur dibawah 25 tahun tetapi
insidennya meningkat setelah umur 30 tahun.
Umur rata-rata saat didiagnosis pada pasien
karsinoma payudara invasif wanita kulit putih
adalah 61 tahun, 56 tahun pada wanita
Hispanic, dan 46 tahun untuk wanita Afrika-
Amerika.*®
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Penelitian ini menggunakan 42 sampel
yang dibagi menjadi tiga kelompok yaitu
karsinoma payudara invasif tipe tidak spesifik
subtipe luminal sebanyak 14 kasus (33,3%),
subtipe HER-2 positif sebanyak 14 kasus
(33,3%) dan subtipe triple negative sebanyak 14
kasus (33,3%). Luminal merupakan subtipe
molekular yang paling sering ditemukan yaitu
65% dari populasi karsinoma payudara. Luminal
dibedakan menjadi proliferasi rendah dan
proliferasi tinggi, biasanya dengan derajat
histologik yang rendah sampai sedang dan
dengan mutasi BRCA2 pada subtipe molekular
luminal proliferasi tinggi. HER-2 positif ditemu-
kan pada 20% karsinoma payudara, dengan
derajat histologik yang lebih tinggi, mempunyai
ekspresi tinggi HER-2 dan mutasi TP53. Triple
negative ditemukan pada 15% karsinoma
payudara. Triple negative mempunyai derajat
histologik yang tinggi serta mutasi pada BRCA1
dan TP53. HER-2 positif dan triple negative
mempunyai prognosis yang lebih buruk dalam
lima tahun pertama setelah di diagnosis.****°

Pada penelitian ini, ekspresi survivin
yang positif dideteksi pada 83,3% kasus.
Ekspresi survivin positif pada subtipe luminal
sebanyak 64,3% (n=9), ekspresi survivin positif
pada subtipe HER-2 positif 92,9% (n=13) dan
ekspresi survivin positif pada subtipe molekular
triple negative 92,9% (n=13). Uji korelasi lambda
berdasarkan uji silang 3x2 dan uji chi- square
didapatkan hubungan yang positif dan secara
statistik bermakna antara ekspresi survivin
dengan subtipe luminal, HER-2 positif dan triple
negative pada karsinoma payudara invasif tipe
tidak spesifik. Hal ini didukung pula dengan hasil
rerata skor survivin pada subtipe luminal lebih
rendah dibandingkan rerata skor survivin pada
subtipe HER-2 positif dan triple negative.

Penelitian lain mendapatkan ekspresi
survivin lebih tinggi pada karsinoma payudara
triple negative, dibandingkan subtipe molekular
lainnya.® Triple negative merupakan subtipe
molekular yang lebih agresif dan mempunyai
prognosis yang lebih buruk dibandingkan sub-
tipe molekular lainnya. Ekspresi survivin juga
ditemukan lebih tinggi pada karsinoma payudara
ER negatif dibandingkan ER positif."” Penelitian
lain menunjukkan ekspresi survivin berhubung-
an positif dengan derajat diferensiasi dan
subtipe molekular HER-2 positif.*®

Karsinoma payudara ER positif atau
subtipe luminal mempunyai karakteristik stress
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oksidatif yang tinggi. Stres oksidatif menyebab-
kan kerusakan DNA atau peroksidase lipid,
ditemukan pada karsinoma payudara ER positif.
Oksidase NADPH dan mitokondria dapat
menginduksi stress oksidatif dengan menghasil-
kan reactive oxygen species (ROS) seperti
superoxide, hydrogen peroxide dan peroxynitrite
akan meningkatkan peroksidase lipid dan
kerusakan DNA. Stres oksidatif yang tinggi akan
menyebabkan apoptosis yang diperantarai
mitokondria. Stres oksidatif yang tinggi akan
menyebabkan menurunnya ekspresi survivin
pada karsinoma payudara subtipe molekular
luminal.*®

Ekspresi berlebihan HER-2 akan menu-
runkan apoptosis melalui jalur intrinsik dan
ekstrinsik. HER-2 merupakan aktivator jalur
PISK-AKT yang berperanan dalam menekan
apoptosis. HER-2 akan mengaktifkan sinyal
PI3K-AKT yang secara langsung akan menekan
FOXO1/3a melalui fosforilasi. AKT juga akan
menghambat TP53. Penekanan FOXO1/3a dan
penghambatan TP53 akan meningkatkan eks-
presi survivin dan menghambat apoptosis.
Sehingga ekspresi survivin yang tinggi ditemu-
kan pada karsinoma payudara subtipe molekular
HER-2 positif.***®

Karsinoma payudara subtipe triple
negative mempunyai karakteristik kehilangan
PTEN, aktivasi jalur PI3K-AKT dan mutasi TP53
sehingga akan meningkatkan ekspresi survivin.
Lebih dari 80% carrier mutasi BRCA1 adalah
karsinoma payudara triple negative. Penderita
dengan mutasi BRCA1 mempunyai gangguan
dalam perbaikan DNA sehingga karsinoma
payudara triple negative mempunyai derajat
diferensiasi yang buruk, malignansi yang tinggi,
lebih agresif dan perjalanan akhir penyakit yang
buruk.™?°

Pada 35 kasus dengan ekspresi survivin
yang positif, didapatkan persentase, intensitas
dan lokasi pulasan yang bervariasi. Survivin
terpulas pada nukleus dan atau sitoplasma.
Perbedaan fungsi protein survivin pada lokasi
pulasan yang berbeda masih merupakan
kontroversi. Penelitian sebelumnya menjelaskan
perbedaan lokasi pulasan survivin  dan
hubungannya dengan prognosis. Disebutkan
survivin mempunyai lokasi pada nukleus dan
atau sitoplasma, dimana kedua lokasi ini
berbeda secara immunohistokimia dan hanya
survivin pada sitoplasma yang mengalami
fosforilasi. Fosforilasi survivin diperlukan untuk
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inhibisi apoptosis. Sedangkan survivin pada
nukleus tidak mengalami fosforilasi sehingga
ekspresi survivin pada nukleus berhubungan
dengan prognosis 2yang lebih  baik dan
favourable outcome.®** Penelitian lain menye-
butkan survivin yang berlokasi pada nukleus
berfungsi untuk mengontrol pembelahan sel dan
merupakan indikator prognosis yang buruk.
Survivin pada sitoplasma yang berhubungan
dengan fungsi anti apoptosis tidak mempunyai
efek prognosis yang bermakna.?’ Pada pene-
litian ini tidak mencari hubungan antara lokasi
pulasan survivin dengan faktor prognosis.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian maka dapat
disimpulkan bahwa terdapat hubungan positif
antara ekspresi survivin dengan subtipe mole-
kular pada karsinoma payudara invasif tipe tidak
spesifik yaitu ekpresi survivin ditemukan lebih
rendah pada subtipe luminal dan lebih tinggi
pada subtipe HER-2 positif dan triple negative.
Survivin  bisa digunakan sebagai penanda
tingkat agresivitas tumor berdasarkan subtipe
molekular sehingga bisa menentukan prognosis
dan kemungkinan pemanfaatan survivin sebagai
target terapi pada karsinoma payudara tipe tidak
spesifik.
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