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Dari_penyelidikan ini, maklumat awal mengenai iransformasi malignan yang

mélibatkan gen-gen Ret/PTC dan p53 dapat ditentukan. Peratusan ekspresi gen-

gen tersebut untuk kes goiter di Kelantan telah didapati tinggi serta meningkat

dalam kes-kes karsinoma tiroid. Walaubagaimanpun, kajian kemandirian tidak

menunjukkan perbezaaan yang signifikan pada kes-kes yang mengekspresi gen

tersebut. Ini membuka jalan kepada kajian yang lebih mendalam.
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(Sila beri penjelasan/makluman agar mudah dikomputerkan)
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Mengembangkan proses atau teknik baru,
(Sila beri penjelasan/makluman agar mudah dikomputerkan)

(1) ___Mengenalkan pewarnaan immunohistokimia bagi antigen Ret/PTC

untuk kes goiter multinodular.
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: ]}zieinperbaiki/meningkatkan produk/proses/teknik yang sedia ada

(Sila beri penjelusar/maklunan agar mudah dikomputerkan)
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PENGENALAN

yang biasanya tidak dikaitkan sebagai prekursor barah/ karsinoma. Kini konsep tersebut
telah cuba disangkal. Gen RET/PTC terletak pada kromosom 10. Mutasi pada gen ini
kerap dikesan pada kes-kes karsinoma tiroid. p53 adalah gen perencat tumor yang
- = -~ terletak pada kromosom' 17.. Walaupun mutasi p53 sering dikesan dalam pelbagai.jenis
€~ karsinoma pada manusia, kepentingan ekspresi tersebut pada karsinoma tiroid masih
.- - - perlu diselidiki. Dengan mennggunakan tenik immunohistokimia (Kompleks Strep-ABC)
m . kajian ini melihat prevalens produk gen-gen tersebut pada penderita MNG di HUSM.

OBJEKTIF KAJIAN

Mengenalpasti pengaruh RET/PTC dan p53 pada perubahan malignansi suatu nodular
hiperplasia di dalam populasi tempatan.

IMPAK KAJIAN

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

2.~ Menyediakan informasi asas untuk mengkaji perubaban malignansi pada nodular
hiperplasia untuk populasi tempatan

3. Untuk menjana idea baru dalam diagnosis perubahan malignansi, supaya dapat
mengesan kanser di tahap awal.

Goiter multinodular (MNG) atau nodular hiperplasia ialah pembesaran kelenjar tiroid
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Pensampelan:

Sejumlah 63 (n=63) sampel tisu tiroid dari pendenta goiter multinodular yang dibedah di
HUSM terlibat dalam kajian ini. Daripada kes-kes tersebut adalah karsinoma tiroid, 33
goiter multinodular dan 4 tisu tiroid normal. i

__Re e e
' E : Prevalens kes-kes tzrozd ST
... » -+ Setiap kes tersebut dilakukan pewarnaan H&E serta kemudmnnya di padankan dengan

- - keputusau HPE untuk mengetahui prevalens karsinoma, goiter; nodul .hiperplasia -dan-
: lain-lain patologi tiroid.
I Immunohistokimia:

Setiap 6pum slaid tisu ditera 3)kan pada slaid kaca bersalut polilisina, yang kemudiannya
dinyah parafin pada subu 60°C. Ini diikuti dengan penghadangan peroksidase endogenus
Tapak antigenik pada slaid tisu dirawat dengan kaedah haba/gelombang mikro. Bagi
antigen RET/PTC, antibodi primer 'goat anti-human' dengan pencauan 1:50 (200pl1) telah
d1gunakan Manakala bagi antigen p53, antibodi primer 'mouse anti-human' dengan
pencairan 1:50 (200p1) 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 200u! antibodi sekunder-

i

Ini diikuti pula dengan perawatan. selama 30minit dengan kompleks Avidin-Biotin.

Pembentukan warna perang pada slaid pula diperolehi 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. Akhir sekali, untuk smpanan yang berkekalan, slaid di terapkan dengan larutan
DPX.

A —— I |

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+.(10% eksprsi antigen), 2+ (10-50% ekspresi antigen) dan 3+ (>50% ekspresi antigen). -

i Analisa Kemandirian:

§ -~  Untuk setlap kes yang dnperolelu Status kemandirian pesakit dipantau selama 30 bulan
’ Kejadidn metastasis jauh dijadikan pemberat yang merendahkan tahap kemandman

Emmma sahkan oleh Pafoiogis adya

Manoharan Madhavan). Seterusnya graf risiko kumulatif kemandirian melawan masa
diplot dengan menggunakan perisian komputer SPSS versi 10.0.

g Analisa Statistik :
Ujian statistik yang terlibat adalah: Chi Kuasa dua, Tepat Fischer, Nisbahan ganjil (Odds
@ ratio) dan Log berpangkat. Nilai p bersamaan 0.05 diambil sebagai tahap signifikan pada
setiap ujian statistik yang dilakukan. Pengkelasan kepada kumpulan nommal, nodular
hiperplasia, karsinoma, neoplastik dan bukan neoplastik disahkan oleh laporan HPE.

.§[

W=

terbiotinilasi masing-masing. Bagi RET/PTC 'anti-goat' manakala bagi p53 'anti-mouse’. —
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KEPUTUSAN

Jadual 1 : Prevalens & Kategori lesi tiroid

ﬂ, L Kategori kes - Kes(%) Medianumur -~ M:F )

@ Normal A ) 95 T

n ' Nodular hiperplasia 33 (52.3) 33.0 1: 10

- KARSINOMA o - | _ e

E Papilari 12 375 1:3

4 Mikropapilari 3 41.0 Semua Wanita

Folikular . 3 450 1:2

- Sel Hirthle 1 70.0 Semua Wanita
' . " . Semua Wanita

' Campurangnedmaqpapﬂan - R 1 — 5570 Semua Wanita

= Insular “ 2 385 1: 45

E JUMLAH KES KARSINOMA 22(34.9) 415 -

Adenoma 4(6.4) 36.5 Semua Wanita )
JUMLAH 63(100%) 39.0 1:5.3

H

M:F =Nisbah Lelaki-kepada-wanita

.+ sadual I menunyukian prevalens kes tiroid sepanjang kajian. Adalah didapati
. 34.9% kes karsinoma tiroid manakala 52.3% kes nodular hiperplasia. Majoriti pesakit
adalah wanita berumur iebih dari 30tahun. .
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Bilangan kes

B Mengekspresi RET/PTC \‘\\-tg’ &é
B Tidak mengekspresi RET/PTC Qob

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 pada setiap kes diringkaskani oleh gambaraj ah 1.
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Bilangan Kes

B Mengekspresi p53 @4? @
B Tidak mengekspresi p53 KX

PTC= Karsinoma tiroid papilari
MPC-=Karsinoma tiroid mikropapilari
FTC=Karsinoma tiroid folikular

MTC PTC=Karsinoma tiroid campuran medulari-papilari

Gambarajah 2': Ekspresi anfigen p53 pada semuakes

ﬁ,‘.spiesi antigen p53 pada setiap kes diringkaskan oleh gambarajah 1
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E Jadual 2 : Ujian Chi Kuasa dua terhadap lesi tiroid normal, nodular hiperplasia-dan
neoplastik

e Kes ~ . Normal.  Nodularhiperplasia - Neoplastik -~ -~ : -

Mengekspresi 3 18

[; RET/PTC

| Tidak 1 15 3
mengekspresi

m RET/PTC

wl”—~ Jumlah 4 3326
l Ujian - | Nilai
{‘ Chi Kuasa dua 0.018 (P<0.05)

Hasil ujian menunjukkan perbezaan yang signifikan (P<0.05; P = 0.018) pada kes
normal,. nodular hiperplasia dan ;peoplastik untuk ekspres1 antigen RET/PTC. Ini ;
" menunjukkan bahwa ekspresi antlgen tersebut pada lesi tirsid, boleh dikaitkan dengan

b e mrubahan ke arah kemalignansi.

™
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Jadual 3 : Nisbahan ganjil (Odds ratio) pada lesi karsinoma dan Bukan neoplastik

Kes -~ Karsinoma — —Bukan — - Jumlah
o ~ neoplastik :
Mengekspresi '20 a1 a1
" RET/PTC
Tidak
mengekspresi ) 16 18
RET/PTC
Jumlah 22 37 59
Ujian Nilai
Tepat Fisher 0.008 (p<0.05) .
95% Selang
Keyakinan
*OR untuk A
(Tidak mengekspresi RET/PTC  0.131 Bawah Atas
/ Mengekspresi RET/PTC) ¢
0.027 0.645

*OR=0dds ratio

. , Keputusan auahsa menunjukkan UR yang °lgmﬁkan (OR= 0. 131 95% Selang e
y Keyakman 0. 027 h1ngg4 0.645 (p<0 0s; p-() 008) untuk kes mengckspre51 RFT/PTC
"7 didiagnps karsinoma, berbandmg kes vang tidak mengekspresi RET/PTC.

e e e e e

n\iszﬁ'mennmmﬂﬂaa"éﬂafgg




I T
)
Ee = '

EEL@EEE‘?&

-‘"myr‘

"4l

- e

Y P —
- +
g. 04 r_
g |
7] |
E 03 :
g RET/PTC }
e positive  _ _ . .|
s 02 =16 |
= |
2 '—I— —— 1
' 014 |
E ]
5 M7 p>0.05 RET/PTC
00.0 1 —— negative
e — e n=6
0-1 0 _ _
0 10 20 30 40
Time(months)
R = RET/PTC positive
+ RET/PTC positive censored = Cases with RET/PTC positive loss, from follow up
- =RET/PTC negative
+ RET/PTC negative censored = Cases with RET/PTC negative loss, from follow up
. ST A

Cy e

Jambaraj ah 3. R1s1ko kumulatif (Plot Kaplan—Mexer) untuk metastasis jauh pada

. pesakit k kaxsmoma tiroid positif RET/PTC melawan negatif RET/PTC.”

_ Adalah didapati, kepositifan tidak berkorelasi secara signifikan

RE

terhadap risiko kumulatif metastasis jauh (p>0.05)
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q Jadual 4 : Ujian Chi Kuasa dua terhadap lesi tiroid normal, nodular hiperplasia dan
- neoplastik
m R Kes ', .  Nommal  Nodular hiperplasia Neoplastik
m Mengekspresi 0 4 5

" p33
m Tidak 4 29 21
! mengekspresi

p53

! Jumlah - 4 N 33 26
! Ujian Nilai
- ' Chi Kuasa dua -0.519(P>0.05)
E . Hasnl UJ,lcln fidak menunjukkan perbezaan yang signifikan (P>0.05, P = 0:519)
0 ’ pada kes nmmal nodular hiperplasia dan neop;astlk untuk eksprf‘m antlgen p53 Ini
@ e menunjukka,n bahwa ekspresi anngen ‘iersebut pada iesx tiroid, ddak boleh dlkaltkan

. d dmg&mnmmmmhhmw@m_
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Jadual 5 : Nisbahan ganjil (Odds ratio) pada lesi karsinoma dan Bukan-neoplastik
Kes Karsinoma Bukan-  Jumlah = %
' neoplastik ‘ .
Mengekspresi 5 4 9
p53
Tidak ,
mengekspresi 17 33 50
p53 '
Jumlah 22 37 59
Ujian Nilai
Tepat Fisher 0.272 (p>0.05)
95% Selang
Keyakinan
*OR for Bawah Atas
(Tidak mengekspresi p53 / 0.412
Mengekspresi p53) 0.098 1.738
o *OR=Oddsratiq_ e R
,;‘_ ) - R 3';'-""1'” g ‘_‘j’f“'f:w' N B NS

,Keputusan anahsa menunjukkan OR yang txdak mgmﬁkan (OR— 0412 95% .

Selang ‘Keyakinan 0.098 hingga 1.738 (p>0.05; p—-O 272) untuk kes mengekspre31 p53

. | 3‘5-

didiagnos karsinoma, berbandmg kes yang tidak mengekspresi p53.
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0 10

v Time(month)

= p53 positive cases

+ p53 positive censored = Cases with p53 positive, loss from follow up

= p53 negative cases

B 4 . K:,

+ p53 negative censored = Cases with p53 negative, loss from follow up

Gambarajah 4 : Risiko kumulatif (Plot Kaplan-Meier) untuk metastasis jauh pada
e e e .. “pesakit karsinoma tiroid positif p53 melawannegatif p53.- -
pbe - Adalah d1dapat1 kepositifan tidak berkorelasi secara signifikan
; terhadap risiko kumulatlf metastasis ]auh (p>0 05)
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8 RET/PTC positive |
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£ |
5 . |
o Both RET/PTC and p53 positive |
© n=3 '
Y
S Sl | I
& A T L §
2 Al | '
E ) ._.__|.___*._l p>005
=
g |
3 004 4 ' 4
Both RET/PTC and p53 negative
-1 n=6
0 10 20 30 40
Time(months)
. =RET/PTC expresging cases, ., S 8
;i- RET/PTC posmve censored Cases with RET/PTC posmve loss, ﬁ'om follow up v
=Both RET/PTC and p53 expressifig cases
+BothRET/PTCand . = Cases with both RET/PTC and p53 - - '
.53 positive censored expressing cases loss, from follow up
— = Cases with neither RET/PTC nor p53
expressing cases loss, from follow up
+ Neither RET/PTC nor = Cases with neither RET/PTC nor p53
p53 positive censored expressing cases loss, from follow up

Gambarajah 5 : Risiko kumulatif (Plot Kaplan-Meier) untuk metastasis jauh

pada pesakit karsinoma tiroid positif RET/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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PERBINCANGAN | . .

RET adalah suatu reseptor protein tirosina kinase berperanan dalam proliferasi
sel-sel folikel tiroid. Mutasi protoonkogen ini menghasilkan beberapa jenis onkprotein

kimera scpertl RET/PTC 1, RET/PTC 2,RET/PTC3, RET/ELk, RET/PTC 7 (Mayr, et al.
m - i-~»v—‘19ﬁ98) Kepincangan regulasi-sel ini akan diterukkan lagi apabila mutasi berlaku kepada h
- protein perencat tumour p53. (Hollywood & Barton, 1994).. Produk gen—gen yang
termutas1 ini boleh. dlkesan ‘dan dibuktikan melalui kaedah nnmunohlstoklma dan_ . . -

molekular (Bancroft, et al. 1994).

Didapati, pecahan lesi tiroid sepanjang tempoh kajian adalah seperti berikut; 22 °

(34.9%) kes neoplasia, 4 (6.4%) kes adenoma, 33 (52.3%) kes nodular hiperplasia dan 4
(6.4%) kes normal. Prevalens karsinoma yang tinggi ini (34.9%) membayangkan
kemungkinan perubahan malignansi juga adalah tinggi dalam populasi kajian (Madhavan
& Nor Hayati, 1996). Pecahan ckspresi RET/PTC di kalangan kes karsinoma, adalah
sepertl ‘berikut; 11/12 (91 7%) Karsmoma tiroid papilari, 3/3 (100%) Ka:smoma tiroid
mlkropapllan, 2/3 (66.7%) Karsinoma tiroid folikular, 1/1 (100%) Karsinoma sel
Hurthle, 2/2 (100%) Karsinoma tiroid insular, 1/1 (100%) Karéinoma tiroid gabungan
medulari papilari dan 3/4 (75%) Adenoma. Ekspresi RET/PTC pada lesi tersebut pula
menggambarkan peranan antigen tersebut ke arah perubahan Kemalignansi (Pacini &
DeGroot, 2001). Penemuan ini dikuatkan lagi oleh ekspresi RET/PTC yang meningkat

‘secara gradual serta berbeza secara signifikan di antara kumpulan normal (4.7%), goiter

(28.6%) dan neoplasm (36 5%) (p<0.05; p=0018) Turut d1dapat1 kes-kes yang

-

sl mengexsprem KET/PTC leblh Jberisiko’ untuk- menjadi mahgnan berbandmg yang tldak'- e

mengeksprem RET/PTC, (OR=0.131; ,Selang Keyakinan 95% 0.027-0.645; p<0 0s;

- p=0.008)." Walaubagalmanpun analisa kemandirian untuk kes-kes yang mengekspresi |

RET/PTC, tidak menunjukkan perbezaan yang signifikan terhadap metastasis jauh
(p>0.05; p=0.228).



* - Manakald-ekspresi p53 di ﬁkalangan kes-kes barah pula- adalah; 3/12 (25%) _ °

Karsinoma tiroid papilari, 1/3 (33.3%) Karsinoma tiroid mikropapilari, 1/3 (33.3%)
Karsinoma tiroid folikular dan tiada ekspresi (0.0%) pada kes-kes Karsinoma sel Hiirthle,

Karsinoma tiroid insular, Karsinoma tiroid campuran medulari papilari mahupun

Adenoma tiroid. WalauBagaimanpun ekspresi p53 di antara fkumpulan' normél (0.0%),
,goﬂ:er (6 3%) dan neoplasm (7 9%) tidak menunjukkan perbezaan yang. s1gmﬁkan
: (p>0 05; p=0. 519) R1$1ko untuk kes-kes yang mengeksprem p53 menjadl mahgnan

adalah tidak s1gmﬁka.n (OR=0.412; Selang Keyakman 95% 0.098-1.738; p>0. 05
p=0.272). Turut di dapati juga kemandirian pesakit tidak dipengaruhi oleh ekspresi p53
(p>0 05;. p=0. 989) _Penemuan ini menguatkan lagi pendapat bahawa p53 tldak terlibat

dalam perubahan kemahgnanm ni mencadangkan bahawa p53 sememangnya terhbat. -

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 ini memberitahu kita prognostik kaitan ekspresi gen
tersebut. Kami amat positif bahawa jika diberikan lebih lagi peruntukan kewangan
dan masa, maka lebih banyak hasil akan dapat dituai pada masa akan datang.

Kesimpulanya, peranan RET/PTC adalah lebih ketara berbaﬁding p53 untuk
meramalkan perubahan MNG menjadi barah. Walaubagaimanapun, Adalah di harapkan

‘hasil kajian preliminari ini akan membuka jalan kepada kajian selanjutnya ke arah
- - menrahami. penghbatan MNG sebaga1 1e31 prekursor kepada kanser t1r01d s_crta

penghasﬂan kit dlagnostlk cepat
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PEWARNAAN H&E DAN IMMUNOHISTOKIMIA RET/PTC DAD‘I pS3

g Plate 4.1 : H&E staining in papillary thyroid carcinoma follicular variant
(Case No. 5; Magnification x 10)

. Plate 4.2 : RET/PTC IHC staining in follicular variant of papillary thyroid carcinoma
showing mild (+1) cytoplasmic positivity in the tumour cells
(Case No. 18; Magnification x 10)
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Plate 4.5 : RET/PTC IHC staining in papillary thyroid carcinoma showing strong (+3)
cytoplasmic positivity in tumour cells (Case No. 45; Magnification x 10)
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(Case No. 53; Magnification x 5)

Plate 4.6 : RET/PTC IHC staining in papillary thyroid carcinoma showing strong (+3)
cytoplasmic positivity in the tumour cells
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