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• PENGENALA1'f 

I _ ·~ Goiter multinodular (MNG) atau nodular hiperplasia ialah pembesaran · kelenjar tiroid 
- yang biasanya tidak dikaitkan sebagai prekursor barahl karsinoma. Kini konsep tersebut 
UIIW telah cuba disangk:al. Gen RET/PTC terletak pa.da kromosom 10. Mutasi pada gen ini 

kerap dikesan pada kes-kes karsinoma tiroid. p53 adalah gen pere~cat tumor yang 
- ·~- -- -- terle~ pada -Idacrmnoso~· 1 ~:-_Walti~upwi mksutaSi ~5te3 sebrinutg ~daesankar~am pe~~dai.jenis 
~ karstnoma pa manusta, ~epen ngan e pres1 ~se _ pa s1noma tirot masih 
·.- . . Per.lu diselidiki. Denglln .mennggtmakan tenik immunohistokimia (Kompleks StreP-ABC) 
!IIIII . kajian ini melihat prevalel1S produk gen-gen tersebut pada penderita lviNG di IIDSM. 

Ill 
II 
II 

OBJEKTIF KAJIAN 

Mengenalpasti pengaruh RETf1lTC dan p53 pada perubahan malignansi suatu nodular 
biperplasia eli dalam. populasi tempatan. · 

llvfP AK KAJIAN 

1. Menjelaskan lagi bagainiana nodular hiperplasia. menjadi lesi prekursor malignasi, 
· · terutama hubungannya dengan ekspresi RET/PTC dan p53. 

Ill ~--c- -2.- Menyediakan informasi asas untuk mengkaji perubahan malignansi pada nodular 
. hiperplasia untuk populasi tempatan 

II 
II 
Ill 
II 

't 

II-·"'·· •. ------
11 
II 
II 
I 
ll 

3. lJntuk: menjana idea baru dalam diagnosis perubahan mali.gnansi, supaya dapat 
mengesan kanser eli tahap awal. 
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·'. 
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J.\.1ETODOLOGI (f . .'<. .. .-:·:.v 
'""'"' ... I' 

Pensampelan: 
Sejumlah 63 (n=63) sampel tisu tiroid dari penderita goiter multinodular yang dibedah di 
HUSM terlibat dalam kajian ini. Daripada kes-kes tersebut adalah karsinoma ti.roid, 33 
goiter multinodular dan 4 tisu tiroid ~ormal. 

. ·- ~- .. ,,·-~~.--··--· --------··- ---------
Prevalens kes-kes tzrozd: ·· ------~----- -~ -· -- - --
Setiap kes tersebut' dilak.llkan pewarnaan H&E serta: kemudiannya .di ·p~ dengan. 
keputusan HPE untuk .niengetahlii prevalens karsinoma, goiter;· nodw .hiperplasia.·daii · 
lain-lain patologi tiroid. · 

lmmunohistokimia: 
Setiap 6f.1m. slaid tisu ditera~kan pada slaid kaca bersalut polilisina, yang kemudiannya 
dinyah parafin pada suhu· 60 G. Ini diikuti dengan penghadangan peroksidase endogenus. 
Tapak antigenik pada .slaid tisu dirawat dengan kaedah baba/gelombang mikro. Ba~ 
antigen RET/PTC, antibodi primer 'goat anti-human' dengan pencairan 1:50 (200J.Ll) telah 
digunakan. Manakala bagi antigen p53, antibodi primer 'mouse anti-human' dengan 
pencairan 1:50 (200Jll) telah digunakan. Slaid tisu dieram pada 4°C semalaman untuk 
membenarkan jerapan antibodi pada tapak antigen. Langkah seterusnya adalah 
pengeraman selama 30minit pada suhu bilik bersama dengan 200J.Ll antibodi sekunder-

. · .. : 

terbiotinilasi masing-masing. Bagi RETIPTC 'anti-goat' manakala bagi p53 'anti-mouse':----------· __ 
Ini diikuti pula dengan perawatan. ,selama 30minit dengan kompleks Avidin-Biotin. 
Pembentukan warna perang pada slaid pula diperolebi setelah ditindak oleh larutan 
Diaminobenzidina dengan 3%Hidrogen peroksida selama 10minit. Bagi mendapatkan. 
kontras biru di nukleus, slaid tisu dirawat dengan larutan Hematoksilina. Slaid tisu 
seterusnya didehidrasikan dengan siri larutan alkohol yang disudahi dengan larutan 
Xilena. Akbir sekali, untuk simpanan yang berkekalan, slaid eli terapkan dengan larutan 
DPX. 

Penilaian Immunohistokimia: 
Setiap slaid imunohistokimia RET /PTC dan p53 dinilai bersama-sama oleh Patologis 
(Prof Nor Hayati Othman) untuk diberi nilaian seperti berikut: 0 (tiada ekspresi antigen), 
1-t_.(lOo/o ek.spn~i·antigen),,Z-t;{l_0-50o/o ekspresi antigen) dan 3+ (>~0% ekspr~si ant.ige~),.· . · 

Analisa Kemandirian: . 
Untilk s~iap kes yang diperolehi,. status kemanditian pesakit dipantau selama 30 buhi~.- · . 
KejadiAn metastasis jauh dijadikan pemberat yang merendahkan tahap ketnandirian 
pesaktt. StatUs kemandinan pesaktt kemudiannya disahkan oleh Patoiogts (Prof. Madya 
Manoharan Madhavan). Seterusnya graf risiko kumulatif kemandirian melawan masa 
diplot dengan menggunakan perisian komputer SPSS versi 1 0.0. · 

Anal is a Statistik : 
Ujian statistik yang terlibat adalah: Chi Kuasa dua, Tepat Fischer, Nisbahan ganjil (Odds 
ratio) dan Log berpangkat. Nilai p bersatnaan 0.05 diatnbil sebagai tahap signifikan pada 
setiap ujian statistik: yang dilakukan. Pengkelasan kepada kumpulan normal, nodular 
hiperplasia, karsinoma, neoplastik dan bukan neoplastik disahkan oleh laporan HPE. 
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KEPUTUSAN 

Jaduall : Prevalens & Kategori lesi tiroid 

--·--- ----~ 

Kategorikes ---Kes (%) -Median u~ur .· M:F 

NomJ.al 4 (6.4) 29.5 "· i:',{ .. 

Nodular biperplasia 33 (52.3) 33.0 1: 10 

K.ARSINOMA . . ~. .. 

Papilari 12 37.5 l: 3 

Mikropapilari 3 41.0 Semua W anita 

Folikular 3 45.0 1:2 

... Sel Hfi.rthle l 70.0 Semua W anita 

55.0 
Semua W anita 

Campuran ~ed~a~ J!apilari l Semua Wanita -----· --------~--------

38.5 Insular .... 2 1:4.5 
.JUMLAH KES KARSINOMA 22(34.9) 41.5 

Adenoma 4 (6.4) 36.5 Semua W anita 

JUMLAH 63(100%) 39.0 1: 5.3 

M:F =Nisbah Lelaki-kepada-wanita 

. : . -· . ~' : .. ~ -...... . . . .. : . . ~-. 

' \ ) ; 0 r• 

: .~.aduaLl menunJukkan prevalen8 kes tiroid sepanjang kajian. Adalah didapati 

:I . . . . 34~.9% ~es karsin9ma tiroid manakala 52)% k~~ nod.ular.hlperplasia. Majoriti pesakit 
~~ , I . • 

· adaiah ,va.nita berumur iebih dari 30tahtm. ,- ·- -----~----------
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~----------------~ b ~ 
D Mengekspresi RET/PTC ~#' ~~ 
BTidak mengekspresi RET/PTC ~o{S 

PTC= Karsinoma tiroid papilari 

MPC=Karsinoma tiroid mikropapilari 

FTC=Karsinoma tiroid folikular 

MTC PTC=Karsinoma tiroid campuran medulari-papilari 

Gambarajah 1-: "Ekspresi antigen RET/PTC pada semua kes· 
.. ' 

:Ekspresi antigen RET/PTC-pacta setiap kes diringkaskari oleh gambarajah J. 
;' . . . . , .· 

};_, .. · 
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•, j 



••• • • 
0 

I 
I 
I 

• 
I 
I 
I 
I 

• 
II 

> . 

30 

'· 25 
~ 

0 20 Q> 
~ 
c: cu 15 a> 
c 
~ 

10 ttl 

5 

• Mengekspresi p53 

•Tidak mengekspresi p53 

PTC= Karsinoma tiroid papilari 

MPC=Karsinoma tiroid mikropapilari 

FTC=Karsinoma tiroid folikular 

29 

MI'C PTC=Karsinoma tiroid campuran medulari~papilari 

~--------------------------------------------------------

. ·.'. r ,. •. ·' Gr1mbarajah 2·: Ekspn~si'antigt:tf p53 pada semua'kes 

E~spr esi antigen vs3 pada setiap ices d1ringkaskan (;Ieh gambarajab. f 
- ··--·- ---·-----·· --- --
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Jadual2: Ujian Chi Kuasa dua terhadap lesi tiroid normal, nodular hiperplasia•dan 
neoplastik 

.. 

-·---·~ ------------

l(es · 1\lormal. 

Mengekspresi 

RETIPTC 

Tidak 

mengekspresi 

RET/PTC 

3 

1 

Nodular hiperpJasia 

18 

15 

· · Neoplastik · · 

23 

3 

--~--- ~ -~- ~ 
Jumlah 4 33 26 

' -----------------------------------------------------

J Ujian Nilai 

I Chi Kuasa dua 0.018_ (P<0.05) 

~ "':.":.-!"~-_.~ 
..... -· . 

.. ------

:. ~~: . 

·------------·· --

I Hasil ujian menunjukkan perbezaan yang signiflkan (P<0.05; P = 0.018) pada kes 

. ~- nomtal~- nod~ar hiperphisia dau.:9-eoplastik Wl~ ekspresi antigen RET/PTC. Ini .-/ 

. '~ ii '; . . . . . . ·niehtuijukkan bahwa· ekspresi antlgen te~sebutf p~a lesi tiroid,· boleh dikaitkatl dengan: 
I , . .,._,: · peruba.l'ta~ ke·arah kemalignansi. 

.. 

------·---------------------·--------------
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Jadual3 : Nisbahan ganjil (Odds ratio) pada lesi karsinoma dan Bukan neoplastik 
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... 

Kes ---~ Karsinoma- ---Bukan ~------ -Jumiah 
neoptastik -:- · · 

Merigekspresi 
20 21 41 

RET/PTC 

Tidak 

mengekspresi . 2 16 18 
RET/PTC · 

Jumlah 22 37 59 

Uji~ Nilai 

Tepat Fisher . ' 0.008 {p<0.05) 

95% Selang 
Keyakinan 

*OR untuk 
(Tidak mengekspresi RET/PTC 0.131 Bawah Atas 

I Mengekspresi RET/PTC) 
0.027 0.645 

*OR=Odds ratio 

.:.·. 

·I · · . , , ::: Keputusari ·au~isa' mmunj~.ka.."l· 9~ yang sl~~ (OR= 0 . .1_3), 9.5'?-{Sel~g-. .. ·: 

' . '. Keyaki~an 0.027· inngga 0.645 (p<O.OS; ·P'..OOos) unMc kes mengehPresi' RETIPTC. · 

1 ··:·:::: . cli~!agn;s kaisinoffia, berbanding kes Yang ticlak m~ngeks~esi RET !PTe: . . .. · · · · 
---·-----------
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cs 0.2 
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·t: 

~ 
'il 0.1 
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RETIPTC 

r+-'" 
I 
I 
I 
I 
I 
I 
I 

positive __ +~ 
n=I6 1 

I 
r+------r-1 
r 

r+-J 
I p>0.05 

I 

OO.Y+-+------'---------+-lH-

RETIPTC 
negative 

n=6 

0-.1 '1--------~-----------------t 
0 10 

+ RET/PTC positive censored 

+ RET/PTC negative censored 

20 30 40 

Time( months) 

= RET/PTC positive 
= Cases with RET/PTC positive loss, from follow up 
= RET/PTC negative 

= Cases with RET/PTC negative loss, from follow u~ 

'· 

· .. •'\ . 

. . . J ,.-. , Ga . ..,_b~.rajah ~--: ~sikaki. ~tkumk. ~a~ (P~ot.Kd,._apl~~fMREeiTe~~ unTCtuk m
1 
etastasis jati~fREpaTda/P. TC ·

0
:', 

0~·~;: .. 

0 

• ol • • • , 0 • p~s _ 
0 

arsmoma tp-o~ 0 positt . 1 r 
0 me a wan nega . . 0 ••• • • 

· · · · Adalah di~apati2 kepositifan tidak berkorelasi secara sigrrifikan 
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I Jadual 4 : Ujian Chi Kuasa dua terhadap lesi tiroid normal, nodular hiperplasia dan 

.neoplastik 

-~··· 
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I 
ll 
I 
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I 

.. 

Mengekspresi 

p53 

Tidak 

mengekspresi 

p53 

Jumlah 

Ujian 

Normal 

0 

4 

·4 

Chi Kuasa dua 

Nodular hiperplasia Neopiastik 

4 5 

29 21 

·~ 33 26 

Nilai 

. 0.519(P>0.05) 

I . ':~' ... liasil :,':liian ~d~ ~enunjukkan !Jerbtl~~· yang _!>ignifikan _Q'>.9.0~; p ';"· 0:51 ~) 
pada kes nflnnal, nodular hiperplasia dan neoplastik Ul!tuk eksprcsi antigen p53. Jni 

IIJ. '~;.: . mehunj~;ro ·ha!nVa ekspresi antige~ -tersebut pada tesf tiroid,. ~;hl_ b~ieh dikai~ · 
· ______ _g~aban ke arab kemalignaa-____ .. 
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Jadual 5 : Nisbahan ganjil (Odds ratio) pada lesi karsinoma dan ~ukan-neoplastik 

" ... 

-~~---- Karsfuoma 
- ----~ 

--~------- _;! ---- ......., _____ • __ _ 

Kes Bukan
neoplastik 

Jumlah ~ -~·· --------- .... ----__ ,---·-·-

I' 

II 
I' 

I 
-I 
J 
I 
I 

... 

.. 

Mengekspresi 

p53 

Tidak 

mengekspresi 

p53 

Jumlah 

Ujian 

Tepat Fisher 

*OR for 

5 

17 

22 

\. 

(Tidak mengekspresi p53 I 
~engekspresip53) 

4 9 

33 50 

37 59 

Nilai 

0.272 (p>0.05) 

0.412 

95% Selang 
Keyakinan 

Bawah Atas 

0.098 1.738 

.. ~ . . . . ' . 

l , ' .. .. . -,~-~ , ~OR:?~~ ratio. _ -~··;. . , ,t."· : ·" .. ~~~·~: : <;. . ;., '· .. . . . : 1 ~~"'~ 
.. 

I ,. . ... ~ · ,!K~p:utus3:0- analisa. ~enunjukkan OR yang ti~ ·~igni{Qc_an· (OR= 0:.412, 9~% 

. ~:0:< ... ~~~~'~eyakinan o.098 ~ga t738 (p>0.05; JF0.272) -~tuk kes mengekSpre~i pS~ 
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didiagnos karsinoma, berbanding kes yang tidak mengekspresi p53. 
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= p53 negative cases 
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Gambarajah 4 : Risiko kumulatif {Plot Kapl~-Meier) untuk metastasis jauh pada 
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Both RETIPTC and p53 negative 
n=6 
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Time( months) 

__ . ·1 ...... , '( .: -_ .,_ ~. . . 4· ... . . ------· • · .... , , :. - • :;:: RET IPTC. expres~ing cas~.. . .. . . .~,i .. , , . . . . t •• = , . 

.. ; . . . , ·_ · ~ · .·. :-- t- RE~~TC p~~.i~iv~ ~e~C!red = ~ases with. RETIPTC po_sitiye lQss, fro~ .. f.ollow. 1;1~ 1-: _ ·. 
· · - =Both RETIPTC and p53 expressing cases 

1

.: . , ,. '· +'Both ·RET/PTC and ~ =Cases with both RETIPTC and p53 ' · 
·¥·~'~ . ,...p53 positive censored expressing cases loss, from follow_up 

- =Cases with neither RET/PTC nor p53 
--------1-+-----------~exp;;;;:ressmg cases loss, from tallow up 

+Neither RET/PTC nor 
p53 positive censored 

=Cases with neither RET/PTC nor p53 
expressing cases loss, from follow up 

Gamba rajah 5 : Risiko kumulatif (Plot Kaplan-Meier) untuk tnetastasis jauh 
pada pesakit karsinoma tiroid positifRET/PTC melawan positif 
kedua-dua RET/PTC dan p53 melawan kedua-dua negatif 
RET/PTC dan p53. Adalah didapati, sama ada kepositifan atau 
kenegatifan kedua-dua antigen RET /PTC dan p53 tidak 
berkorelasi secara signifikan terhadap risiko kumulatif 
metastasis jauh (p>0.05) 
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PERBIN"C~ANGAN 

. ' 
RET adalah suatu reseptor protein tirosina kinase berperanan dalam proliferasi 

sel-sel folikel tiroid. Mutasi protoonkogen ini menghasilkan beberapa jenis onkprotein 

kimera seperti RET/PTC _1, RE}'/PTC 2, RET/PTC 3, RET/Elk, RET/PTC 7 {Mayr, et al. . 

I :-:-: -1998), KePincangan regulasi sel uri akan diterukkan lagi apabil~ m~tasi ~r1aku k~pada. 
. ·protein ~eren~t ~om. p53_ (Hollywood & Barton, 1994) .. " Prod~ gen~gen !ang 

., 
-----

termuta$_i_jm bolep- gikesan -dan eli~~~. meJ!ll!!i _ ~~e~_jp.nnMJlQhistokjma_dan ________ .. __________ _ 

I ., 
I 

molekular (Bancroft, et al. 1994 ). 

· _ Di~pati,.. pecah3:11 l~~i tiroid sepanjang tempoh kajian adalah seperti berikUt; 22 

(34.9%) kes neoplasia, 4 (6.4%) kes adenoma, ·33 (52.3%) kes nodular biperplasia dan 4 

(6.4%) kes normal. Prevalens karsinoma yang tinggi ini (34.9%) membayangkan 

)femungkinan perubahan malignansi juga. adalah tinggi dalam populasi kajian (Madhavan 

& Nor Hayati, 1996). Pecahan ekspresi RETIPTC di kalangan kes karsinoma, adalah 

1---seperti -berikiit;-tt/12 ·(91.7%) Kars~oma tiroid papilari, 3/3 (100%) Kars~om~-fu~id 
mikropapilari, 2/3 (66.7%) Karsinoma tiroid folikular, 1/1 (100%) Karsinoma sel 

Hurthle, 2/2 (100%) Karsinoma tiroid insular, 111 (100%) Karsinoma tiroid gabungan 

medulari papilari dan 3/4 (75%) Adenoma. Ekspresi RET/PTC pada lesi tersebut pula 

I 

-· menggambarkan peranan antigen tersebut ke arah perubahan kemalignansi (Pacini & 

DeGroot, 2001 ). Penemuan ini dikuatkan lagi oleh ekspresi RET/PTC yang meningkat 

I secara gradual serta berbeza secara signifikan di antara kumpulan normal ( 4. 7% ), goiter 

I 
(28.6%) ~. n~op~~~a (36.5%) (p<0.05~ p=0.018). Turut ~~pati, kes-kes yang 

. .·· ... : · mengeksPr~~i Rp-r~Tc tebili_ ,~erisiko' untuk;. menJadi hialignan berian<ti~· yan~-~~ ... '.·. , ... -· · 
-1· ·y·tStr;,~ ~enge~pr~si. RE}'/P~C ,r(0~~-13..1; _,Selang Keyakinan 95:0 _ .0.027-0.645; ,p<~.O~; _· _, .. ' . 

. ·" · p=0.008:).· Walaubagaimanpun, analisa kemandirian untuk kes-kes yang mengekspresi 

~------ RET/PTC, tidak me~unjukkan perbezaan yang signifikan terhadap metastasis jauh 

(p>0.05; p=0.228). 
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· · Manakahi- eksptesi p53 di }mlangan kes-kes b~ah p~· adalah; .3/12 (25%) ~ · 

Karsinoma tiroid papilari, 1/3 (33.3%) Karsinoma tiroid mikropapilari, 1/3 (33.3%) 

Karsinoma tiroid folikular dan tiada ekspresi (O.O%)·pada kes-kes Karsinoma sel Hiirthle, 

Karsinoma tiroid insular, Karsinoma tiroid campuran medulari papilari mahupun 

Adenoma tiroid. Walauoagaimanpun, ekspresi p53 di antara ~kumpula.D:- normai (0.0%), ·-----
. . ·. . -. -.- ~---- ------ --~ 

goiter~ .(?.3'Vo) ~~ ·~~9pl~ia ~7.9~) tidak ~enunj~~. ~rpe~·-. yang .. si~rlk~ 

(p>o..os; p=0.519) .. Risik~ . ~tine k'es-kes yang menge~presi p53 mc;njadi -~~gnan .. :' 

adalah tidatc signiflkan (OR=0.412; Selang Keyakinrui 95% 0.098,.1.738; p>0.05; 

p=0.272). Turut di dapati juga kemandirian pesakit tidak dipengaruhi oleh ekspresi p53 

(P,>0.95;. p=9.-9~9). _Penemuan ini ~enguatkan lagi pen~p~t bah~:WB: pS~ .ti~ terlibat 
-~ ' ' • ... - • • .. •• • 0 .f.,'· • . .. . • ' .. . .. , ~ . . ... 

dalam perubahan kemalignans~. Ini · mencadangkan bahawa p53 sememangnya terlibat · 

dalam sifat aggresif sesuatu karsinoma (LaPerle, et al. 2000) . 

. . 
Sebenarnya perjuangan untuk memahami proses malignansi masih belum selesai. 

---· Peranan kedua-dua gen tersebut dalam jaringan pengisyaratan sel menuntut banyak lagi -----

penemuan baru. Hasil penyelidikan it\i memberitahu kita prognostik kaitan. ekspresi gen 

tersebut. Kami amat positif bahawa jika diberikan lebih lagi peruntukan kewangan 

dan masa, maka lebih banyak basil akan dapat dituai pada masa akan datang. 

Kesimpulanya, peranan RET/PTC adalah lebih ketara berbanding p53 untuk 

meratnfllkan perubahan MNG menjadi barah. Walaubagaimanapun, Adalah di harapkan 

basil kajian preliminari ini akan membuka jalan kepada kajian selanjutnya ke arah 
' ~ . . 

. . . J;Uemahami · ptlpgliba~ . ~G ·;·~-s~~agai lesi prekur~of . kepa~ ... ~anse~ .·.~1i£Qid sen:a, _ . •·· 
' ··,1 ~· ,· .. <-' .:- ~ ........... ~~. ... -..... 7J_, ,....... •.• • ~··-~.q:~-l . . ~, ... ,.·.J~ _, .......... -~.- .. 
penghasilan kit diagnoslik cepat. · 
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PEW ARNAAN H&E DAN IM:MUNOHISTOKIMIA RET/PTC DAN p53 
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Plate 4.1 : H&E staining in papillary thyroid carcinoma follicular variant 
(Case No.5; Magnification x 10) 

Plate 4.2 : RET/PTC lliC staining in follicular variant of papillary thyroid carcinoma 
showing mild ( + 1) cytoplasmic positivity in the tumour cells 
(Case No. 18; Magnification x 1 0) 
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Plate 4.3 : RET/PTC lliC staining in papillary thyroid carcinoma showing strong ( +3) 
. . cytoplasmic positivity in tumour cells (Case No. 21; Magnification x 10) 
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Plate 4.4 : H&E staining in papillary thyroid carcinoma showing fibrovascular invasion 
(Case No. 45; Magnification x 10) 
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'l. 
' Plate 4.5 : RETIPTC me staining in papillary-th)'roid carcinoma showing strong ( + 3) 

cytoplasmic positivity in tumour ce~ (Case No. 45; Magnification x 1 0) 
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Plate 4.6 : RETIPTC lliC staining in papillary thyroid carcinoma showing strong ( +3) 
cytoplasmic positivity in the tumour cells 
(Case No. 53; Magnification x 5) 
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