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ABSTRACT

Ahmad Ghozali dan Harijadi - Nucleolar orgaﬁizer region (AgNOR) staining on fibrocystic change of the breast.

In the past the fibrocystic change of breast was considered as a precancerous lesion, consequently the

management of a fibrocystic patient was often overdone. Later, after thorough researches, it has been .

histologically (Page classification) proven that only small part of the changes have high risk to become invasive
carcinoma. The leading factor which increases the risk is the grade of proliferation of the gland epithelia.
AgNOR stain is a staining method to evaluate cell proliferation activity which has been proven as one of tools
for the assessment of the prognosis of several malignant tumors including breast cancer. in this study the
amount of AgNOR in fibrocystic change was studied based on Page classification. Nineteen fibrocystic cases
classified by Page were stained with colloidal silver. NORs were counted manually. The mean of AgNOR of
each classification, normal gland, and carcinoma was compared. There were significant differences of AgNOR
count found between each classification, normal gland and carcinoma. The AGNOR count of non proliferative
lesion were 2.074 + 0.320, proliferative disease without atypia 2.416 * 0.35, atypical hyperplasia 2.876 +
0.249, normal gland 1.637 + 0.330, and in carcinoma 4.407 + 0.340. The result demonstrated that the
AgNOR staining is a reliable marker for proliferation activity, and can differentiate atypical hyperplasia from
carcinoma. The determination of AgNOR count can be done routinely to follow up and monitor the high risk
lesions.
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ABSTRAK

Ahmad Ghozali dan Marijadi - Pewamaan Nucleolar Organizer Region (AgNOR) pada perubahan fibrokistik
payudara

Pada masa-masa lalu perubahan fibrokistik dianggap sebagai lesi prekanker, sehingga pengelolaan pasien
sering berlebihan. Pada penelitian-peneltian kemudian, berdasarkan gambaran histologis (klasifikasi Page) ha-
nya sebagian kecit saja perubahan fibrokistik yang berisiko tinggi untuk carcinoma invasif. Faktor yang paling
berperan dalam peningkatan risiko adalah tingkat proliferasi sel epitelium kelenjar. Pewarnaan AgNOR adalah
teknik untuk menilai aktivitas proliferasi sel yang sudah terbukti dapat membantu penentuan prognosis bebe-
rapa tumor ganas termasuk karsinoma payudara. Pada penelitian ini diteliti jumiah AgNOR pada lesi perubahan
fibrokistik menurut klasifikasi Page. Sembilan belas kasus perubahan fibrokistik diklasifikasikan menurut Page.
NOR dipulas dengan perak koloidal dan dihitung secara manual. Jumiah rata-rata AgNOR dihitung pada
masing-masing klasifikasi dan dibandingkan. Selain itu dibandingkan pula jumlah AgNOR pada asini-duktuli
kelenjar normal dan karsinoma duktal. Jumlah rata-rata AgNOR pada masing-masing klasifikasi berbeda secara
bermakna, begitu pula perbedaan jumlah AgNOR pada lesi perubahan fibrokistik dengan kelenjar normal dan
karsinoma. Jumlah AgNOR pada lesi non proliferatif 2,074 + 0,320, penyakit proliferatif tanpa atipia 2,416 +
0,35, hiperplasi atipik 2,876 + 0,249, kelenjar normal 1,637 1 0.330. dan pada karsinoma 4,407 + 0,340.
Variasi jumlah AQNOR mempunyai hubungan yang erat dengan klasifikasi Page. Jumlah AgNOR dapat mem-
bedakan masing-masing klasifikasi dan membedakan antara hiperplasi atipik dengan karsinoma. Penentuan
jumlah AgNOR dapat dilaksanakan rutin untuk follow-up dan memonitor lesi yang berisiko tinggi.
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PENGANTAR

Perubahan fibrokistik banyak ditemukan pada
wanita dengan lesi jinak payudara.1 Meskipun
sifatnya jinak dan non neoplastik, lesi ini penting
karena pada banyak wanita menimbulkan keluhan
periodik yang sangat mengganggu. Di samping
itu gambaran beberapa subtipe lesi ini (terutama
yang hiperplastik) menyerupai karsinoma baik
secara klinis, radiografis, makroskopis maupun
mikroskopis,” sehingga histologis lesi fibrokistik
dengan proliferasi epitel berat kadang-kadang
sukar dibedakan dengan karsinoma payudara.
Begitu pula lesi ini sering dianggap sebagai ke-
lainan yang mempunzlai 6potensi keganasan untuk
menjadi karsinoma.>*>%7® Keadaan-keadaan ini
menyebabkan pengelolaan penderita dengan pe-
rubahan  fibrokistik  kadang-kadang berle-
bihan.1? _

Penelitian yang dilakukan oleh Dupont dan
Page menggunakan klasifikasi berdasar gambaran
histopatologis (Klasifikasi Page), ternyata mem-
buktikan bahwa tidak semua perubahan fibro-
kistik berisiko untuk menjadi karsinoma inva-
sif.!! Proliferasi epitel adalah faktor yang paling
berperan dalam peningkatan risiko ini. Dari
seluruh kasus yang diteliti oleh kedua penulis ini,
sebagian besar (69,7%) lesi jinak payudara
berupa lesi non proliferatif yang mempunyai
risiko sama dengan populasi wanita normal. Lesi
proliferatif tanpa atipia (26,7%) mempunyai
risiko sebesar 1,9 kali. Hanya 4% saja, berupa lesi
proliferatif dengan atipia, yang berisiko tinggi
untuk menjadi karsinoma. Dari penelitian ini
ditemukan pula faktor-faktor lain yang mem-
pengaruhi risiko untuk menjadi karsinoma, yaitu
riwayat keluarga, adanya kista dan status meno-
pause.

Aktivitas proliferasi sel pada lesi jinak mau-
pun ganas dapat diteliti dengan thymidine uptake,
pemberian label bromodeoxy-uridine, sitometrik
alur maupun imunohistokimia, misalnya Ki-67,
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen)
maupun MIB-1. Nucleolar organizer region
(AgNOR) akhir-akhir ini banyak dipakai untuk
mengukur aktivitas proliferasi. Cara pewarnaan
AgNOR mudah dan biayanya rendah sehingga
dapat dilakukan secara rutin dengan blok parafin.
NOR adalah lengkung DNA yang menempati
area khusus dalam kromosom 13,14,15,21 dan 22
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yang diketahui sebagai tempat gena DNA ribo-
somal (rDNA). NOR penting dalam sintesis pro-
tein, membantu menjaga perpanjangan konfi-
gurasi DNA dan mengatur transkripsinya. NOR
mempunyai struktur nukleoprotein yang khas
yang dipakai sebagai identifikasinya. Protein ter-
sebut selama transkripsi bersifat argirofilik, se-
hingga dapat dipulas dengan perak. Pada sediaan
blok parafin dengan pewarnaan perak koloid
NOR tampak sebagai bercak-bercak gelap intra-
nukleus pada mikroskop cahaya. Bercak-bercak
itu disebut agregat argirofilik (AgNOR). Hasil
pewarnaan AgNOR mempunyai korelasi yang
tinggi dengan sitometri alur dan pewamnaan imu-
nohistokimia misalnya Ki-67.'>"®  Jumlah
AgNOR sudah terbukti pula sebagai faktor
prognostik dan pembantu diagnosis pada kasus
kanker payudara, cervix uteri, meningioma dan
tumor-tumor padat lain.13’14’1§ Tujuan penelitian
ini adalah mengevaluasi jumlah AgNOR pada
masing-masing klasifikasi Page lesi perubahan
fibrokistik.

BAHAN DAN CARA

Sejumlah sediaan blok parafin dengan diag-
nosis perubahan fibrokistik dikumpulkan untuk
penelitian. Sediaan diambil dari arsip di Labo-
ratorium Patologi Anatomik Fakultas Kedokteran
Universitas Gadjah Mada. Sediaan yang sudah
dipulas dengan hematoksilin-eosin diperiksa

~ kembali oleh peneliti pertama dan dikonfirmasi

kembali oleh peneliti kedua. Perubahan fibro-
kistik kemudian digolongkan menurut klasifikasi
Page. Dari sejumlah sediaan tersebut didapatkan
19 sediaan yang dianggap representatif. Untuk
mengevaluasi pewarnaan AgNOR sediaan blok
parafin dipotong setebal 3 um, kemudian dide-
parafinisasi dalam xylene dan didehidrasi. Pewar-
naan AgNOR dilakukan dengan metode one step.
Setelah sediaan dicuci dengan air distilat sediaan
diinkubasi dalam pengembang koloidal yang me-
ngandung satu bagian volume 2% gelatin dalam
1% larutan asam format dengan dua volume 50%
larutan perak nitrat selama 45 menit dalam ruang
gelap pada temperatur ruang. Sediaan kemudian
dicuci dengan air distilat, didehidrasi dalam etha-
nol dengan konsentrasi bertingkat, dan ditutup
dengan kaca penutup menggunakan medium
sintetik. Pada pewarnaan ini tidak digunakan
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counterstaining. Penghitungan dilakukan pada
daerah lesi sesuai dengan klasifikasi Page. Jumlah
AgNOR tiap sel dihitung hati-hati dengan meng-
ubah fokus naik turun untuk melihat seluruh
AgNOR dalam inti, dengan mikroskop cahaya
dengan pembesaran 100X lensa obyektif dalam
minyak imersi. Pada tiap sampel dinilai 100 sel
atau seluruh sel dalam satu duktus. yang hiper-
plasi. Jumlah rata-rata AgNOR setiap inti sel
(skor AgNOR) kemudian ditentukan. Sebagai
pembanding diperiksa juga jumlah AgNOR pada
sediaan karsinoma payudara dan asini kelenjar
normal. Untuk menunjukkan perbedaan secara
statistik antara jumlah rata-rata AgNOR dari
masing-masing klasifikasi digunakan uji Analysis
of Variance. Untuk menilai hubungan antara
klasifikasi Page dengan skor. AgNOR dlgunakan
uji korelasi produk momen Pearson.

HASIL

Pada semua sediaan dapat terlihat bercak-
bercak gelap yang tercat perak. Semakin tinggi
klasifikasi perubahan fibrokistik menurut Page
semakin banyak jumlah bercak AgNOR di dalam
inti. Perbedaan jumlah rata-rata bercak AgNOR
setiap inti antara masing-masing klasifikasi seca-
ra statistik sangat bermakna (p<0,001; TABEL

1).

TABEL 1. - Skor AgNOR pada masing-masing klasifikasi
perubahan fibrokistik

B Kisaran Kisaran
Klasm- Jun.ﬂah Rata-rata skor skor skor mak-

kasi sediaan AgNOR +SD minimum | simum
LNP 5 2,074 £ 0,320 1,56 2,50
PPTA 9 2,416 £ 0,350 1,97 2,92
HA 5 2,876 £0,249 2,60 3,21
Ca 3 4,407 £ 0,340 3,95 4,75
Normal 3 1,637+0,330 1,20 2,01

F=2473; p<0,01

AgNOR: Argyrophilic nucleolar organizer region; LNP: Lesi non proliferatif
(Page kelas 1, gambar 1); PPTA: Penyakit proliferatif tanpa atipia (Page kelas
2, gambar 2); HA: hiperplasi atipik (Page kelas 3, gambar 3): Ca: Karsinoma
duktal in sitw/infiltratif (gambar 4); SD standar deviasi.

Pada uji statistik ditemukan pula korelasi yang
baik antara klasifikasi Page dengan skor AgNOR
(=0,843). Begitu pula antara klasifikasi Page
dengan skor AgNOR terdapat hubungan kuat
yang bermakna (p<0,001).

Pada lesi non proliferatif, yaitu lesi dengan
proliferasi sel epitelium kelenjar yang ringan
didapatkan skor AgNOR rata-rata sebesar 2,074 +
0,320, lebih tinggi dari pada skor kelenjar normal.
Dari tabel dapat juga dilihat bahwa semakin ting-
gi klasifikasi, yang berarti semakin berat proli-
ferasi serta semakin atipik, semakin banyak pula
jumlah rata-rata AgGNOR. Pada sediaan yang ber-
asal dari karsinoma duktal in situ/infiltratif
jumlah rata-rata AgNOR semakin tinggi juga
daripada sediaan perubahan fibrokistik (lebih dari
dua kali sediaan lesi non proliferatif dan asini
kelenjar normal).

GAMBAR 1. ~ AgNOR pada perubahan fibrokistik kelas
Page 1. AgNOR tampak sebagai bercak-bercak kehitaman di
alam inti sel (perbesaran asli, lensa obyektif x100).

GAMBAR 2. - AgNOR pada perubahan fibrokistik kelas
Page 2. Bercak AgNOR terlihat lebih banyak daripada lesi
kelas 1 (GAMBAR 1) (perbesaran asli, lensa obyektif x100).
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GAMBAR 3. - AgNOR pada perubahan fibrokistik kelas
Page 3. Bercak AgNOR terlihat lebih banyak daripada kelas
1 dan 2 ( gambar 1 dan 2) (perbesaran asli, lensa obyektif
x100). .

GAMBAR 4. - AgNOR pada karsinoma payudara jenis
duktal, NOS, infiltratif diferensiasi jelek. Bercak AgNOR
jauh lebih banyak dari pada lesi perubahan fibrokistik, dan
dengan ukuran yang sangat bervariasi (perbesaran asli, lensa
obyektif x100).

PEMBAHASAN

Berbagai macam pemeriksaan dapat dipakai
untuk mengukur aktivitas proliferasi sel. Penghi-
tungan mitosis merupakan cara tradisional untuk
mengukur aktivitas proliferasi dan mempunyai
kepentingan prognostik pada berbagai tumor.
Cara lain yang banyak dipakai adalah sitometri
alur dan imunohistokimia. Pewarnaan AgNOR
dapat dipakai untuk mengukur proliferasi sel, de-
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ngan biaya yang lebih murah dan cara yang lebih
sederhana daripada pengukuran yang lain. Jumlah
AgNOR dapat dihitung karena selama transkripsi,
protein yang berkaitan dengan organizer region
bersifat argirofilik dan dapat dipulas dengan pe-
warnaan perak. Karena hanya AgNOR yang se-
dang aktif transkripsi saja yang dapat dipulas,
jumlah yang sebenarnya tidak dapat diketahui,
Secara klinis hal ini tidak penting karena uji
pewarnaan hanya difokuskan pada proliferasi sel.
Hal yang menguntungkan adalah cara ini dapat
dipakai untuk sediaan dengan fiksasi formalin,
sehingga- dapat untuk mengevaluasi sediaan-
sediaan arsip blok parafin. Yang perlu diperhati-
kan dalam proses pewamaan adalah lamanya
waktu, karena bila terlalu cepat tidak semua
AgNOR dapat tercat, sedangkan bila terlalu lama
bercak-bercak akan terlihat bergabung sehingga

- sukar dihitung.

Skor AgNOR berkorelasi tinggi dengan hasil
pemeriksaan aktivitas prohfera51 sel dengan cara
lain. Sadi dan Barnack'? menunjukkan bahwa
skor AgNOR berkorelasi dengan skor Ki-67 pada
karsinoma prostat. Sedangkan Borgiani ez al.
menunjukkan adanya Kkorelasi antara skor
AgNOR dengan ploidi dan fraksi fase S dengan
sitometri alur pada karsinoma payudara jenis
duktal. Skor AgNOR juga mempunyai nilai pre-
d1kt1f dan sebagai pembantu dla]gnosm pada ber-

%al tumor jinak dan ganas. Kunishio et
al.”” menunjukkan adanya perbedaan yang ber-
makna antara skor AgNOR meningioma benigna
rekuren dengan non rekuren. Skor pada me-
ningioma yang rekuren lebih tinggi daripada non
rekuren.

Pada penelitian ini dapat ditunjukkan bahwa
semakin tinggi klasifikasi perubahan fibrokistik,
semakin tinggi pula skor AgNOR. Perbedaan skor
pada masing-masing klasifikasi bermakna secara
statistik. Perbedaan yang bermakna ditemukan
pula antara skor lesi fibrokistik dengan skor dari
asini-duktuli kelenjar normal dan karsinoma
duktal. Penentuan klasifikasi Page didasarkan pa-
da tingkat proliferasi sel epitel kelenjar. Hal ini
dapat diartikan bahwa perbedaan tingkat proli-
ferasi dari sel epitel menyebabkan juga perbedaan
skor atau jumlah AgNOR. Jadi pada perubahan
fibrokistik terjadi peningkatan akivitas proliferasi
yang pada penelitian ini dapat dilihat pada skor
AgNOR. Pada lesi yang disertai atipia (hiperplasi
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atipik) aktivitas proliferasi dan skor AgNOR se-
makin tinggi pula. Skor AgNOR paling tinggi
ditemukan pada lesi yang sudah menjadi karsi-
noma.

Pada masa lalu perubahan fibrokistik dianggap
sebagai lesi prekanker, sehingga dianggap be-
risiko. tinggi untuk menjadi karsinoma, berda-
sarkan insidensi lokasi lesi, keberadaan lesi yang
sering bersama-sama den, fan karsmoma, dan
riwayat lesi sebelumnya. Pada pe-
ne11t1an berikutnya yang diawali oleh Dupont dan
Page ! dibuktikan bahwa tidak semua lesi peru-
bahan fibrokistik berisiko tinggi menjadi kar-
sinoma, tetapi hanya lesi-lesi tertentu yaitu lesi
hiperplasia atipik. Eratnya hubungan antara ting-
kat proliferasi epitel yang tinggi pada perubahan
fibrokistik dengan karsinoma juga diamati oleh
beberapa peneliti. 6,16 fasil penelitian Dupont dan
Page di atas dlperkuat lagi oleh London et all?
dan Dupont et al.! yang mengadakan penehtlan
prospektif dengan klasifikasi yang sama, dan
hasil yang diperoleh kedua peneliti terakhir tidak
jauh berbeda dengan penelitian sebelumnya.

Variasi dalam jumlah AgNOR dapat mem-
bantu menegakkan diagnosis dan dapat membe-
dakan berbagai tingkatan lesi. Schwint et al. 1
‘menunjukkan bahwa jumlah AgNOR dapat mem-
bedakan antara epitel mulut yang normal dengan
epitel mulut.di dekat karsinoma sel skuamus yang
masih terlihat normal dan belum menunjukkan
tanda-tanda displasia. Pada penelitian tersebut
jumlah AgNOR dianggap dapat mendeteksi ada-
nya perubahan selular sebelum perubahan morfo-
logi terjadi, yaitu peningkatan aktivitas proli-
ferasi pada mukosa mulut di dekat karsinoma sel
skuamus. Kenaikan aktivitas proliferasi pada
~ jaringan yang terinisiasi adalah perubahan yang
sangat penting pada stadium awal dari promosi
tumor yang merupakan tanda khas lesi prekanker.

’!11’

KESIMPULAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan
bahwa variasi jumlah AgNOR merupakan tanda
bahwa pada perubahan fibrokistik sudah menga-
lami perubahan selular, yaitu peningkatan proli-
ferasi sel epitelium kelenjar. Di samping itu
AgNOR adalah sarana pembantu yang dapat
membedakan masing-masing klasifikasi dan ter-

utama membedakan antara hiperplasia atipik de-
ngan karsinoma. Untuk sarana folow-up dan me-
monitor kemungkinan adanya perubahan selular,
khususnya pada lesi yang berisiko tinggi, pe-
warnaan AgNOR untuk menghitung jumlah
AgNOR merupakan sarana yang murah, mudah
dan dapat dikerjakan secara rutin.
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