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PENGECATAN IMUNOHISTOKIMIADENGAN ANTIBODI HER?2
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Info Artikel

Abstrak

Kata Kunci

HER, normal serum,
putih telur puyuh.

HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2) merupakan
suatu reseptor pada permukaan sel yang berpengaruh pada
proloferasi._jaringan, misalnya dapat menjadi onkogen, Over
ekspresi dari HER2 pada kasus kanker dapat dilihat dengan teknik
imunohistokima (IHC). Protein blocking merupakan salah satu
langkah dalam pengecatan. IHC yang berfungsi menghalangi ikatan
non spesifik pada jaringan dengan menggunakan normal serum dan
protein solution (putih telur puyuh). Tujuan penelitian mengetahui
gambaran hasil pengecatan IHC menggunakan normal serum dan
putin telur puyuh. Penelitian secara eksperimental dengan
pendekatan cross sectional. Sampel penelitian jaringan kanker
payudara HER2 positif dengan stadium +3 dari satu organ dan
pasien yang sama. Pengecatan IHC menggunakan teknik Strep
(Avidin) Biotin Comlpex. Pengecatan menggunakan normal serum
didapatkan hasil +3, menggunakan putih telur puyuh 3%
didapatkan hasil +2, sedangkan menggunakan putih telur puyuh 1%
dan 2% didapatkan hasil +3. Terdapat perbedaan yang signifikan
antar normal serum dan putih telur puyuh 3%. Tidak terdapat
perbedaan yang signifikan antara normal serum dengan putih telur
puyuh 1% dan 2%. Simpulan adalah normal serum dapat diganti
dengan putih telur puyuh 1%.

Pendahuluan
Kanker adalah
berhubungan dengan

penyakit
tidak terkontrol

yang menjadi 14,1 juta kasus

tahun 2012.
Sedangkan jumlah kematiam meningkat dari

kecepatan pertumbuhan sel abnormal dalam
tubuh. Sel tersebut dapat menginvasi jaringan
sel disekitarnya dan menyebar keorgan lain.
Proses ini dikenal sebagai metastasis. Kanker
juga biasa disebut  tumor ganas atau
neoplasma. Kanker saat ini menjadi salah sat
penyakit yang menjadi problem dunia (Jemal
et al, 2011).

Menurut data World Health Organiation
(WHO) Tahun 2013, insidensi kanker
meningkat dari 12,7 juta kasus tahun 2008

*Coresponding Author
Hasita

7,6 juta orang tahun 2008 menjadi 8,2 juta
pada tahun 2012. Kanker manjadi penyebab
kematian nomor 2 di dunia sebesar 13%
setelah penyakit kardiovaskular.
Diperkirakan pada tahun 2030 insiden kanker
dapat mencapai 26 juta orang dan 17 juta di
antaranya meninggal akibat kanker, terlebih
untuk negara miskin dan berkembang
kejadiannya akan lebih cepat (Depkes, 2014).
Adapun teknik yang dapat digunakan untuk
pemeriksaan biomarker secara valid adalah
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immunohistochemistry (IHC) dan
fluorescence in situ hybridization (FISH)
(Park et al,2014). Pemeriksaan IHC jauh
lebih murah apabila dibandingkan dengan
FISH sehingga pemeriksaan tersebut lebih
banyak diaplikasikan dibeberapa
Laboratorium Patologi Anatomi di Indonesia
untuk pemeriksaan kanker. Imunohistokimia
merupakan pemeriksaan imunopatologik
yang potensial untuk memeriksa antigen
secara local dijaringan yang meggunakan
antibody spesifik (Hastuti dan Lubis, 2011).

Pengecatan IHC merupakan rangkaian
proses manual tapi kompleks yang terdiri dari
beberapa langkah  sehingga  biasanya
pemeriksaan tersebut hanya dilakukan oleh
pekerja yang ahli dan memiliki fokus yang
tinggi (Prichard, 2014). Blocking agent yang
dapat digunakan untuk protein bloking pada
pengecatan IHC diantaranya adalah normal
serum, proein solution, dan kommercial
mixes. Blocking agent yang digunakan pada
proses protein blocking belum ada yang
dipatenkan sehingga dapat digunakan salah
satu dari ketiga diatas.

Normal serum adalah blocking agent
yang umum digunakan pada teknik IHC.
Tujuan aplikasi normal serum pada prosedur
pengecatan IHC adalah untuk mengikat
ikatan non spesifik. Sebelum menggunakan
antibodi untuk mendeteksi antigen pada
jaringan, ikatan yang nonspesifik pada
jaribfab harus dilakukan blocking  untuk
mencegah antibodi berikatan dengan epitope
yang non spesifik (Irawan, 2015). Normal
serum dapat dikatakan sebagai blocking
agent yang baik, akan tetapi kelemahan pada
normal serum ini adalah harganya yang
relative mahal.

Putih  Telur puyuh sebagai sumber
pangan dengan kandungan gizi cukup
lengkap, yaitu meliputi karbohidrat, protein
dan delapan macam asam amino yang
berguna  bagi  tubuh.  Telur  puyuh
mengandung protein kasar sekitar13,30%,
serat kasar 0,63%, lemak kasar 11,99%.
Telur puyuh menjadi salah satu pangan kaya
akan sumber energy yang bermanfaat bagi
tubuh. Kandungan yang dimiliki oleh telur

puyuh memang diklaim mampu mencegah
timbulnya sel kanker dalam tubuh (Thomas
dkk., 2016).

HER2 adalah singkatan dari Human
Epidermal growth factor Receptor, yang
biasa disebut juga sebagai c-erbB-2/neu.
Reseptor HER2 adalah reseptor membrane
sel hasil ekspresi suatu HER2 gen pada
kromosom 17 (Pinkas-kramarski et al.,
1997). Protein reseptor HER2 mengatur
pertumbuhan, perlekatan, pertahanan,
perpindahan, dan diferensiasi suatu sel
melalu suatu mekanisme pengiriman sinyal
dari reseptor kedalam nucleus. Fungsi
pengaturan tersebut menjadi terganggu oleh
sel kanker. (Hudis,2007).

Protein blocking diterapkan sebelum
menggunakan antibody untuk mendeteksi
antigen spesifik dalam jaringan pada
pengecatan IHC. Prinsip dari proteib
blocking . adalah lauta protein (blocking
agent) yang ditambahkan akan meningkat
protein nonspesifik yang terdapat dalam
jaringan  sehingga membatasinya untuk
berikatan dengan antibody (Latja, 2007).

Tujuan dari penelitian Untuk
menganalisis hasil pengecatan
imunohistokimia HER2 menggunakakan
putih telur puyuh dengan konsentrasi 1%,
2%, 3%, 4%

Bahan Dan Metode Penelitian

Jenis penelitian ekperimental. Desain
penelitian cross sectional (potong lintang).

Sampel penelitian ini menggunakan blok
parafin kanker payudara +3 HER2 dan
konsentrasi putih telur puyuh 1%, 2%, 3%.

Bahan-bahan yang digunakan adalah
Xylol, entelan, alcohol 70% dan 96%,
aquades, buffer, sitrat, laruan PBS, H»0, 3%,
blocking agent (Putih telur puyuh), antibody
primer monoclonal c-erbB-2/HER2 Biocare
medical, antibody sekunder, kromogen DAB,
dan hematoxylin.

http://repository.uninmus.ac.id


http://repository.unimus.ac.id

Hasil
Hasil pengamatan secara mikroskopik dari pengecatan HER pada IHC dengan normal serum
dan putih telur puyuh 1%, 2% dan 3% dapat dilihat pada gambar berikut:

a. Pengecatan IHC Kontrol Negatif

Gambar 1. Pengecatan HERZ2kontrol Negatif tanpa kontrol nogatif(A) pembesaran 100x, kontrol
negatif (B) pembesaran 400x, kontrol negatif (C) pembesaran 1000x

Berdasarkan gambar diatas dapat dilihat intensitas warna coklat pada bagian membran
pada gambar kontrol negatif dengan sel
b Pengecatan HER2 pada IHC dengan Normal Serum

pembesaran 100x, 400x, 1000x, tidak tampak

Gambar 2. Menggunakan menggunakan normal serum (A) pembesaran 100x, normal serum (B)
pembesaran 400x, normal serum (C) pembesaran 1000x.

Pada pengecatan HER2 pada IHC menggunakan pembesaran 1000x intensitas
menggunakan  normal  serum  dengan warna, inti selnya warna coklat pada
pembesaran 100x tidak tampak - jelas, membran sel sangat tampak jelas, penyerapan
dilanjutkan  dengan  pembesaran  400x cat pada normal serum berdasarkan gambar
intensitas warna, inti sel dan warna coklat diatas dapat dinilai kuat.

pada membran sel sudah jelas, kemudian

c. Pengecatan HER2 pada IHC dengan Putih telur puyuh 1%

Gambar 3. Putih Telur puyuh 1% (A) pembesaran 100x, putih telur puyuh 1% (B) pembesaran
400x, putih telur puyuh 1% (C) pembesaran 1000x.

http://repository.uninmus.ac.id
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Pada pengecatan HER2 pada IHC
menggunakan putih  telur puyuh 1%
menggunakan pembesaran 100x tidak tampak
jelas, sedangkan pada pembesaran 400x
sudah tampak jelas intensitas warna, inti sel
dan warna coklat pada membran sel sudah

d. Pengecatan HER2 pada IHC dengan putih telur puyuh 2%

jelas,  kemudian dilanjutkan  dengan
pembesaran 1000x sangat tampak jelas
intensitas warna, inti sel dan warna coklat
pada membran sel sangat jelas, penyerapan
cat pada putih telur puyuh 1% berdasarkan
gambar diatas dapat dinilai kuat.

| 5]

Gambar 4. Menggunakan Putih Telur Puyuh 2% (A) pembesaran 100x, putih telur puyuh 2% (B)

pembesaran 400x, putih-telur puyuh 2% (B) pembesaran 1000x

Pada pengecatan HER2 pada IHC
menggunakan putih _telur  puyuh 2%
menggunakan  pembesaran  100x  tidak
tampak, sedangkan pada pembesaran 400x
sudah tampak jelas intensitas warna, inti sel
dan warna coklat pada membran sel sudah

Pada pengecatan HER2 pada IHC
menggunakan putih  telur puyuh 3%
menggunakan  pembesaran  100x  tidak
tampak, sedangkan pada pembesaran 400x
sudah tampak jelas intensitas warna, inti sel
dan warna coklat pada membran sel sudah

Hasil ekspresi HER2 berdasarkan
intensitasnya terhadap tiga sediaan (slide),
dengan tiga perlakuan dan lima lapangan

Pengecatan HER?2 pada IHC dengan putih telur puyuh 3%

jelas, . kemudian  dilanjutkan  dengan
pembesaran 1000x sangat tampak jelas
intensitas warna, inti sel dan warna coklat
pada membran sel sangat jelas, penyerapan
cat pada putih telur puyuh 2% berdasarkan
gambar diatas dapat dinilai kuat.

-

Gambar 5. Mengunakan Putih Telur Puyuh 3% (A) pembesaran 100x, putih telur puyuh 3% (B)
pembesaran 400x, putih telur puyuh 3% (C) pembesarn 1000x.

jelas, kemudian dilanjutkan  dengan
pembesaran 1000x sangat tampak jelas
intensitas warna, inti sel dan warna coklat
pada membran sel sangat jelas, penyerapan
cat pada putih telur puyuh 3% berdasarkan
gambar diatas dapat dinilai sedang/lemah.

pandang dapat dilihat pada tabel sebagai
berikut:
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Tabel 1. Hasil pengamatan pengecatan HER2 pada IHC

Blocking Pengulangan 1

Pengulangan 2

Pengulangan 3

Agent L P LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP LP

| I m 1w v I

m 1w v | 1 m 1w v

Putih
Telur 3 3 3 3 3 3
Puyuh 1%

3 3 3 3 3 3 3 3

Rata-rata

Putih telur

puyuh 2% 3 3

Rata-rata

Putih telur

puyuh 3% 2 2

N N (W] W (W

3
3
3
2

Nl N (W] N W

Rata-rata

2

Normal
serum

LP I LP 11

LP I LP IV LPV

3 3 3

Rata-rata

3

Diskusi

Berdasarkan hasil pengamatan secara
mikroskopik, dari 10 slide blok parafin
kanker  payudara + +3 HER2 dengan
pengecatan IHC, 'menggunakan normal
serum didapatkan hasil +3, putih telur puyuh
1% didapatkan hasil' +3, putih telur puyuh
2% didaptkan hasil +3, putih telur puyuh 3%
didapatkan hasil +2. Pembacaan hasil
intensitas HER2 pada pengecatan IHC
menggunakan putih telur puyuh 3% memiliki
perbedaan jika dibandingkan dengan normal
serum dan putih telur puyuh 1% dan 2%.Pada
putih telur puyuh 1% tidak menunjukkan
adanya perbedaan dengan normal serum,
berarti normal serum dapat diganti dengna
putih telur puyuh 1%.

Pewarnaa non spesifik dihasilkan oleh
protein non-imunologis bermuatan tinggi
yang terdapat dalam jaringan. Pengikatan
reagen berikutnya tidak hanya terdapat pada
ikatan spesifik tetapi juga pada ikatan non
spesifik sehingga menimbulkan pewarnaan
yang positif. Dilakukan penambahan protein
untuk menjenuhkan dan menetralkan lokasi
bermuatan sehingga memungkinkan untuk
membentuk ikatan hanya dengan antigen
spesifik saja (Bancroft dan Gamble, 2008).

Protein yang dapat ditambahkan adalah
normal serum. Berdasarkan penelitian yang
telah dilakukan diatas menunjukkan bahwa

normal serum dapat juga digantikan dengan
Putih telur puyuh 1% dan 2% karena mereka
memiliki fungsi dan cara kerja yang sama
dengan normal serum, yaitu menghalangi
ikatan nonspesifik yang terdapat dalam
jaringan. Pada telur puyuh kandungan protein
terdapat sebanyak 13.1% protein
dibandingkan dengna kandungan ayam ras
hanya 12.7% (Listiyowati dan Rospitasari,
2005).

Pada pemeriksaan IHC HER2 untuk
kanker payudara, American Society Clinical
Oncology/Collage of American Pathologis
belum memberikan patokan tentang blocking
agent standar yang dapat digunakan saat
proses protein blocking. Hanya beberapa
referensi menyebutkan bahwa diperlukan
larutan protein untuk proses protein blocking.
Hasil dari penelitian diatas dapat dilihat
bahwa pada pengecatan IHC menggunakan
putih telur puyuh 3% terjadi penurunan
intensitas HER2 jika dibandingkan dengan
kontrol yang menggunakan normal serum.
intensitas yang rendah disebabkan oleh
antibodi sekunder yang berikatan dengan
protein nonspesifik yang terdapt dalam
jaringan. Antibodi primer bersifat spesifik
sehingga hanya kan berikatan dengan antigen
spesifik pula, namun antibodi sekunder
bersifat universal yang dapat membentuk
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dengan antibodi primer maupun nonspesifik
dengan protein non spesifik pada jaringan.
Terlalu tingginya konsentrasi protein yang
terdapat dalam putih telur puyuh 3% akan
memungkinkan terjadinya kerusakan
kemampuan berikatan dengan  protein
nonspesifik sehingga antibodi sekunder untuk
berikatan  dengan antigen  nonspesifik
menjadi lemah/menurun. Tingginya
intensitas  background staining tidak
disebabkan oleh jenis agent yang digunakan,
melainkan  konstentrasi  protein  dalam
blocking agent yang digunakam untuk
menghalangi ikatan non spesifik yang
terbebntuk. Putih telur puyuh 3% memiliki
konsentrasi yang sangat tinggi dibanding
dengan 1% dan 2% sehingga memungkinkan
untuk protein nonspesifik lain yang di
halangi oleh protein putih telur puyuh 1%
tidak banyak berikatan dengan antibodi
sekunder. Ada beberapa blocking agent yang
berfungsi  untuk  menghalangi  ikatan
nonspesifik perlu dikembangkan (Duhamel
and Johnson, 1985;Vogt et al., 1987)

Kesimpulan

1. Berdasarkan hasil penelitian gambaran
pengecatan  imunohistokimia  dapata
disimpulkan bahwa hasil pengecatan
imunohistokimia HER2 pada tahap
blocking agent dengan menggunakan
putih telur puyuh 1% dan 2%, sudah
dapat memblocking dengan baik.

2. Berdasarkan penelitian. yang telah
dilakukan, dapat disimpulkan bahwa
gambaran pengecatan IHC HER2
menggunakan normal serum didapatkan
hasil +3, putih telur puyuh 1%
didapatkan hasil +3, putih telur puyuh
2% didaptkan hasil +3, putih telur puyuh
3% didapatkan hasil +2. Pembacaan hasil
intensitas HER2 pada pengecatan IHC
menggunakan putih telur puyuh 3%
memiliki perbedaan jika dibandingkan
dengan normal serum dengan putih telur
puyuh 1% dan 2% tidak menunjukkan
adanya perbedaan. Berarti normal serum
dapat diganti dengna putih telur puyuh
1%.

Saran

Protein blocking pada pengecatan IHC
HER2 dapat menggunakan blocking agent
berupa putih telur puyuh 1%. Penelitian
lanjutan dapat dilakukan dengan
menggunakan blocking agent berupa larutan
atau konsentrasi protein yang lain sehingga
lebih bervariasi. Selain itu juga dapat
dikembangkan dengan melakukan modifikasi
lain pada prosedur pengecatan IHC.
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