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HUBUNGAN EKSPRESI CYCLIN DEPENDENT KINASE 4 (CDK4), CYCLIN DEPENDENT KINASE 6 (CDK6), 
HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR 2 (HER2/NEU) 
DENGAN GRADING HISTOPATOLOGI 
KARSINOMA PAYUDARA INVASIF
[bookmark: _Toc190894334]ABSTRAK

SURYA RAHMWANI. Hubungan Ekspresi Cyclin Dependent Kinase 4 (CDK4), Cyclin Dependent Kinase 6 (CDK6), Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2/Neu) dengan Grading Histopatologi Karsinoma Payudara Invasif. (Dibimbing oleh Berti J. Nelwan, Upik A. Miskad, Suryani Tawali).

Tujuan penelitian : Menilai hubungan ekspresi CDK4, ekspresi CDK6, ekspresi HER2 dengan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif. 

Metode penelitian : Penelitian cross sectional pada 73 sampel blok parafin jaringan kanker payudara invasif. Dilakukan pewarnaan imunohistokimia menggunakan antibodi CDK4 (DCS-31) Mouse Monoclonal Antibody dan CDK6 Rabbit policlonal antibody dan analisis ekspresi dilakukan dengan menggunakan mikroskop cahaya Olympus CX-43. Data dianalisis secara statistik dengan uji Chi-Square,  Mann- Whitney, Kruskal Wallis serta disajikan dalam tabel menggunakan software SPSS 27.

Kesimpulan dan saran: Tidak terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi CDK4 dengan grading histopatologi (p=0.783), tidak terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi CDK6 dengan grading histopatologi (p=0.296). Demikian halnya dengan ekspresi HER2 juga tidak terdapat hubungan yang bermakna dengan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif  (p=0.426).

Kata kunci : Kaker payudar invasif; Cyclin Dependent Kinase 4 (CDK4); Cyclin Dependent Kinase 6 (CDK6); Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2/Neu); Grading Histopatologi







CORRELATION EXPRESSION OF CYCLIN DEPENDENT KINASE 4 (CDK4) AND CYCLIN DEPENDENT KINASE 6 (CDK6), 
HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR 2 (HER2/NEU) WITH HISTOPATHOLOGICAL GRADING
IN INVASIVE BREAST CARCINOMA

ABSTRACT

SURYA RAHMWANI. Correlation Expression of Cyclin Dependent Kinase 4 (CDK4) and Cyclin Dependent Kinase 6 (CDK6), Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2/NEU) with Histopathological Grading in Invasive Breast Carcinoma (Supervised by Berti J. Nelwan, Upik A. Miskad, Suryani Tawali).
Objective: To assess the association of CDK4 expression, CDK6 expression, and HER2 expression with histopathological grading in invasive breast carcinoma. 
Methods: Cross-sectional study on 73 paraffin block invasive breast cancer tissue samples. Immunohistochemical staining was performed using CDK4 (DCS-31) Mouse Monoclonal Antibody and CDK6 Rabbit polyclonal antibody and analysis was performed using Olympus CX-43 light microscope. Data were statistically analyzed by Chi-Square, Mann- Whitney, and Kruskal Wallis tests and presented in tables using SPSS 27 software.
Conclusions and suggestions: There was no significant relationship between CDK4 expression and histopathological grading (p=0.783) or between CDK6 expression and histopathological grading (p=0.296). Likewise, HER2 expression also had no significant relationship with histopathological grading in invasive breast carcinoma (p=0.426).
Keywords: Invasive breast carcinoma; Cyclin Dependent Kinase 4 (CDK4); Cyclin Dependent Kinase 6 (CDK6); Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2/Neu); Histopathological Grading
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1.1 [bookmark: _Toc190894340] LATAR BELAKANG MASALAH

[bookmark: _Hlk179806047]Berdasarkan data The Global Cancer Observatory 2020, peningkatan kasus kanker sebanyak 19,3 juta kasus dan kematian sebanyak 10 juta orang di tahun 2020 untuk seluruh kanker yang ada, termasuk kanker payudara, kanker kolorektal, kanker paru, kanker serviks dan kanker lainnya. Karsinoma payudara merupakan salah satu keganasan terbanyak pada wanita di seluruh dunia yang menunjukkan sebanyak 2.261.419 (11,7%) kasus baru yang terdeteksi dengan 684.999 (6,9%) kasus kematian setiap tahunnya. Berdasarkan data Globocan tahun 2020 di Indonesia karsinoma payudara berada di urutan pertama dengan insiden 68,8 per 100.000 penduduk dengan rata-rata kematian 22,4 per 100.000 penduduk. (World Health Organization, 2020) .
Sementara di Makassar sendiri jumlah kasus karsinoma payudara invasive pada Laboratorium Patologi Anatomi RSUP Dr. Wahidin Sudirohusodo pada tahun 2022 sebanyak 181 kasus.
Karsinoma payudara invasive mengacu pada kelompok besar dan heterogen neoplasma maligna yang berasal dari epitel kelenjar payudara. (Rakha, Allison, Ellis, et al., 2019). Sedangkan invasive breast carcinoma (IBC) of no special type (NST) mengacu pada kelompok IBC yang tidak dapat diklasifikasikan secara morfologis dalam tipe histologi tertentu. (Rakha et al., 2019).
Karsinoma payudara meningkat cepat pada usia lebih dari 30 tahun. 75% karsinoma payudara ditemukan pada usia lebih dari 50 tahun dan 5% pada usia 40 tahun. Namun, karsinoma payudara dapat berkembang pada usia berapa pun, dari anak-anak hingga usia tua. Karsinoma payudara pada pria hanya 1% dibandingkan pada wanita. (Kumar et al., 2018; Collin., 2018).
Mayoritas 90% karsinoma payudara bersifat unifokal dan 3% menyebar masif atau multifokal. Karsinoma payudara dapat terjadi pada kuadran payudara manapun dengan frekuensi yang lebih tinggi yaitu 50% di kuadran luar atas. Sekitar 0,1% karsinoma payudara ditemukan sebagai tumor metastasis aksila tanpa tumor primer payudara yang jelas. (Rakha et al., 2019).
Metastasis atau penyebaran sel tumor dapat terjadi baik secara limfogen maupun hematogen. Pada umumnya karsinoma bermetastasis melalui sistem limfatik (limfogen), dimana pemeriksaan histopatologi menjadi prosedur gold standard untuk mendeteksi adanya metastasis ke kelenjar getah bening regional. (Rahman., 2015).
Prognosis karsinoma payudara dipengaruhi beberapa faktor antara lain grade histologi tumor, invasi pembuluh darah, status estrogen receptor (ER) dan human epidermal growth factor receptor 2 (HER2), serta status metastasis pada kelenjar getah bening. Apabila ditemukan metastasis sel tumor pada kelenjar getah bening maka harapan hidup penderita akan turun dari 90% menjadi 20%. Status metastasis sel tumor pada kelenjar getah bening  berkaitan dengan angka kematian penderita kanker payudara. (Rakha et al., 2019; Trianto et al.,2019; Debarati et al.,2013).
Penyebaran kanker payudara merupakan proses yang sangat rumit mulai sel kanker melepaskan diri dengan sekitarnya, melisiskan membran basal, masuk ke dalam stroma, proses angiogenesis, peredaran dalam pembuluh darah atau getah bening, ekstravasasi, proses balik (homing) melalui ikatan antara reseptor dan ligan serta tumbuh di organ sekunder tertentu. Penyebaran ini memerlukan interaksi antara sel kanker dan sel stroma lingkungan tumor microenvironment seperti sel fibroblast, myofibroblast, sel imun dan sel pembuluh darah. (Wayan et al.,2013).
HER2 merupakan Gen  erbB2, yang terletak di lengan pendek kromosom 17, ditemukan dan dikloning pada tahun 1983. Produk gen ini adalah glikoprotein transmembran 185 Kda (Kinase Domain) yang terdiri dari tiga domain utama: ekstraseluler, transmembran dan domain intraseluler dengan aktivitas tirosin kinase. Keluarga reseptor faktor pertumbuhan epidermis tirosin kinase terdiri dari 4 reseptor tirosin kinase (EGFR/erbB1/HER1, erbB2/HER2, erbB3/HER3, dan erbB4/HER4) yang diaktifkan oleh dimerisasi yang diinduksi ligan. Walaupun HER2 merupakan satu-satunya reseptor keluarga dari erbB2 tanpa ligan yang diketahui, akan tetapi  HER2 merupakan mitra yang lebih disukai untuk heterodimerisasi dengan  anggota erbB  lainnya. Reseptor dimerisasi menginduksi transfosforilasi residu tirosin pada domain kinase dan akibatnya terjadi aktivasi dari kaskade pensinyalan hilir (downstream). (Coccoet al., 2019)
Untuk pengobatan pasien dengan kanker payudara saat ini menargetkan HER2, sehingga identifikasi amplifikasi/ekspresi berlebihan HER2 pada kanker payudara digunakan untuk  pengembangan terapi anti-HER2 spesifik yang memiliki dampak yang luar biasa pada manajemen klinis pasien kanker payudara. Pada tahun 1998, Badan Pengawas Obat dan Makanan AS (FDA: Food and Drug Administration) menyetujui Trastuzumab, antibodi monoklonal yang menargetkan domain ekstraseluler HER2, dalam kombinasi dengan paclitaxel sebagai pengobatan lini pertama pada kanker payudara metastasis HER2-positif, dan sebagai agen tunggal untuk terapi lini kedua dan ketiga. Beberapa penelitian telah menunjukkan peningkatan dalam kelangsungan hidup bebas (PFS : progression-free survival) dan kelangsungan hidup secara keseluruhan (OS: overall survival) pada pasien kanker payudara HER2-positif yang diobati dengan terapi berbasis Trastuzumab. Banyak obat anti HER2 lainnya telah dikembangkan lebih lanjut dan saat ini ada sembilan obat anti-HER2 yang disetujui  oleh FDA untuk pengobatan kanker payudara, yaitu : Pertuzumab (antibodi monoklonal manusiawi rekombinan yang menargetkan domain dimerisasi ekstraseluler HER2), Adotrastuzumab Emtansine (TDM-1, konjugat obat antibodi penargetan HER2 (ADC)), Neratinib, Lapatinib (inhibitor pan-ERBB reversibel) dan lima lainya adalah biosimilar dengan Trastuzumab. Baru-baru ini, amplifikasi/ekspresi berlebihan HER2 juga telah diidentifikasi pada jenis tumor lain seperti lambung, di mana terapi berbasis trastuzumab juga merupakan standar perawatan, usus besar, kelenjar ludah, kandung kemih dan karsinoma serosa rahim. (Cocco et al., 2019)
Dan pada penelitian yang dilakukan oleh Sinclair William D dan Cui Xiaoyan menyebutkan bahwa saat ini, penelitian untuk pengobatan  pasien dengan kanker payudara, tidak hanya menargetkan HER2 tapi juga dikombinasikan dengan obat-obatan yang menghambat aktivitas CDK4/6. Dan dari penelitian mereka yang mempelajari tentang efek Her2 pada aktivitas CDK4/6 dengan menilai kadar protein retinpoblastoma (pRb) pada kanker payudara, mereka mendapatkan hasil yaitu kepositifan HER2 mengarah pada tingkat aktivitas CDK4/6 yang jauh lebih tinggi seperti yang direpleksikan oleh protein Rb. Dan dari penelitian tersebut dapat ditarik kesimpulan bahwa pasien dengan kanker payudara dengan HER2 positif dapat merespon CDK4 dan CDK6 inhibitor yang berpotensi untuk pengobatan. (Sinclair et al., 2022)
Cyclin-dependent kinase (CDKs) adalah keluarga enzim serine/treonin kinase yang memainkan peran penting dalam mengendalikan perkembangan dan regulasi siklus sel. Ekspresi berlebih dari beberapa CDK dan siklin terkait, serta penurunan regulasi CDK inhibitor (CKI), dapat menyebabkan proliferasi sel abnormal dan perkembangan kanker.  Oleh karena itu pengembangan keluarga enzim ini menjanjikan strategi dalam pengobatan kanker. (Juric et al.,2019)    
Cyclin-dependent kinase (CDK) berperan penting dalam regulasi transisi siklus sel dan terutama terlibat dalam patogenesis kanker. Ekspresi CDK dikendalikan oleh jaringan regulasi kompleks yang terdiri dari mekanisme genetik dan epigenetik, yang tidak diatur selama perkembangan kanker. Aktivasi abnormal CDK menghasilkan proliferasi sel kanker yang tidak terkendali dan induksi karakteristik stem sel kanker. Tingkat CDK dapat digunakan untuk memprediksi prognosis dan respons pengobatan pasien kanker, dan pemahaman lebih lanjut tentang fungsi dan mekanisme yang mendasari CDK pada tumor akan membuka jalan bagi terapi kanker di masa depan yang secara efektif menargetkan CDK. Cacat dalam regulasi siklus sel dan mutasi pada gen yang mengkode protein pengatur siklus sel menyebabkan proliferasi sel yang tidak terkendali yang mengarah pada pembentukan tumor. Sejumlah modalitas pengobatan telah dirancang untuk memerangi disregulasi siklus sel melalui mempengaruhi ekspresi atau aktivitas CDK. Namun, penerapan yang efektif dari metode ini dalam pengaturan klinis memerlukan pengakuan peran CDK dalam perkembangan setiap jenis kanker, pasangan mereka, interaksi mereka dengan jalur pensinyalan dan efek penekanan kinase ini pada fitur ganas. Dengan demikian, kami merancang pencarian literatur ini untuk merangkum temuan ini di tingkat sel, serta tingkat in vivo dan klinis. (Fard et al., 2022)
Penelitian tentang inhibitor Cyclin-dependent kinase 4/6 (CDK4/6) yang berperan dalam terapi kanker khususnya pada karsinoma payudara invasive sangat pesat sehingga sangat perlu dilakukan penelitian yang  berkaitan dengan CDK4/6. Inhibitor CD4/6 berperan dalam  memblokir transisi dari fase G1 ke S pada siklus sel dengan cara mengganggu fosforilasi Retinoblastoma (pRb) dan pelepasan E2F, telah menunjukkan aktivitas antitumor yang poten dan dapat mengelola toksisitas HR+/HER2- pada pasien kanker payudara.(Goel Shom et al., 2018, Malumbres Marcos., 2014)
Beberapa uji klinis yang melibatkan CDK4 dan CDK6 inhibitor pada tumor lain telah mencapai efikasi yang mengesankan dan berkembangnya pengobatan yang mengkombinasikan anti-HER2 dengan CDK4 dan CDK6 inhibitor juga sangat berkembang, akan tetapi penelitian mengenai CDK4 dan CDK6 yang dikaitkan dengan HER2 pada kanker payudara masih sangat jarang dilakukan di Indonesia khususnya di Makassar. Mengingat banyaknya penderita kanker payudara dan prognosisnya, maka peneliti merasa perlu melakukan penelitian untuk melihat hubungan antara ekspresi CDK4 dan CDK6 dengan HER2 pada kanker payudara invasif.
1.2 [bookmark: _Toc190894341] RUMUSAN MASALAH

       Berdasarkan latar belakang masalah di atas maka dapat dirumuskan masalah penelitian sebagai berikut : 
Bagaimana hubungan ekspresi CDK4, ekspresi CDK6, ekspresi HER2 dengan grading karsinoma payudara invasif?
1.3 [bookmark: _Toc190894342]TUJUAN PENELITIAN
1.3.1 [bookmark: _Toc190894343]TUJUAN UMUM		

	Menilai hubungan ekspresi CDK4, ekspresi CDK6, ekspresi HER2 dengan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif 
1.3.2 TUJUAN KHUSUS

1. Menentukan grading karsinoma payudara 
2. Menentukan skor ekpresi CDK4 pada sediaan karsinoma payudara invasif 
3. Menentukan skor ekpresi CDK6 pada sediaan karsinoma payudara invasif 
4. Menentukan skor ekpresi HER2 pada sediaan karsinoma payudara invasif 
5. Menilai hubungan ekspresi CDK4  berdasarkan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif.
6. Menilai hubungan ekspresi CDK6 berdasarkan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif.
7. Menilai hubungan ekspresi HER2 berdasarkan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif.
8. Menilai hubungan ekspresi CDK4 dengan ekspresi HER2 pada karsinoma payudara invasive.
9. Menilai hubungan ekspresi CDK6 dengan ekspresi HER2 pada karsinoma payudara invasive.

1.4 HIPOTESIS

Hipotesis yang diajukan dalam penelitian ini adalah :
1. Ekspresi CDK4 meningkat sesuai dengan peningkatan grading histopatologi pada karsinoma payudara Invasif.
2. Ekspresi CDK6 meningkat sesuai dengan peningkatan grading histopatologi pada karsinoma payudara Invasif.
3. Ekspresi HER2 meningkat sesuai dengan peningkatan grading histopatologi pada karsinoma payudara Invasif.
1.5 [bookmark: _Toc190894344]MANFAAT PENELITIAN
1.5.1 [bookmark: _Toc190894345]APLIKASI KLINIK

Penelitian ini diharapkan bisa menjadi  faktor prediktif dan faktor prognosis pada karsinoma payudara invasif.
1.5.2 [bookmark: _Toc190894346]BIDANG AKADEMIK

1. Memberikan informasi ilmiah tentang ekspresi CDK4 dan CDK6 pada karsinoma payudara invasive.
2. Meningkatkan pemahaman tentang peran CDK4, CDK6 dan HER2 pada grading karsinoma payudara invasive.
3. Berdasarkan data hasil penelitian ini, bisa dikembangkan penelitian dengan parameter atau marker lainnya untuk lebih memperkuat daya prediksi dan daya prognosis pada karsinoma payudara invasive.
1.5.3 [bookmark: _Toc190894347]BIDANG PENGEMBANGAN ILMU

Sebagai	dasar	penelitian	lebih	lanjut	terutama dalam	aspek pengembangan target terapi untuk kanker payudara invasif


BAB II [bookmark: _Toc190894348]TINJAUAN PUSTAKA
2.1 [bookmark: _Toc190894349] KARSINOMA PAYUDARA INVASIF (INVASIVE BREAST CARCINOMA OF NO SPECIAL TYPE) DAN SUBTIPENYA

[bookmark: _Hlk179809802]Berdasarkan WHO Classification of Tumor online kanker payudara invasive atau Invasive breast carcinoma (IBC) mengacu pada kelompok besar dan heterogen neoplasma maligna yang berasal dari epitel kelenjar payudara. Sedangkan invasive breast carcinoma (IBC) of no special type (NST) mengacu pada kelompok IBC yang tidak dapat diklasifikasikan secara morfologis dalam tipe histologi tertentu. (Rakha et al., 2019).
[bookmark: _Hlk180522264]Subtipe kanker payudara invasif dikelompokkan ke dalam subtipe/ kelompok yang ditentukan biomarker berikut untuk tujuan pengobatan berdasarkan status ER dan ERBB2 (HER2):
· ER-positif, HER2-negatif
· ER-positif, HER2-positif
· ER-negatif, HER2-positif
· ER-negatif, HER2-negatif.
Meskipun fitur morfologisnya tumpang tindih, subtipe yang didefinisikan biomarker ini menunjukkan hasil dan respons yang berbeda terhadap terapi, serta perbedaan dalam profil genomik dan transkriptomik global. (WHO Clasification Tumor online, 5th Edition)
2.1.1 [bookmark: _Toc190894350]ANATOMI DAN HISTOLOGI

Payuda merupakan unit morfofungsional yang merupakan struktur percabangan kompleks yang secara topografi tersusun dalam lobulus dan terdiri dari dua komponen utama: Terminal duct–lobular unit (TDLU) dan sistem duktus besar. TDLU dibentuk oleh lobulus, yang kemudian membentuk sinus, dan duktus terminal yang mewakili bagian sekresi kelenjar. Duktus ini terhubung dengan duktus subsegmental, yang mengarah ke duktus segmental, duktus laktiferus, dan bermuara di puting susu. Dilatasi fusiform yang terletak di bawah puting antara duktus laktiferus dan segmental disebut sebagai sinus laktiferus. (Collins., 2018). 
TDLU dikenali dengan arsitektur lobularnya yang khas, terdapat kapsul jaringan ikat, dan tidak ada serat elastis. Perkembangan payudara tergantung pada interaksi epitel dan jaringan mesenkim. Duktus yang besar memiliki stroma yang kurang dan dikelilingi oleh lapisan jaringan elastis. Seluruh sistem duktal-lobular payudara dilapisi oleh sel epitel (lapisan dalam) dengan fungsi sekresi dan absorbsi serta dikelilingi oleh sel myoepithelial (lapisan luar). (Collins., 2018)

[bookmark: _Toc178872873][bookmark: _Toc178873737][image: ]Gambar 1. Skema struktur dan histologi payudara (Collins, 2018)
2.1.2 [bookmark: _Toc190894351]ETIOLOGI DAN FAKTOR RESIKO

Etiologi karsinoma payudara adalah multifaktorial. Sebagian besar penelitian menunjukkan faktor resiko sebagai berikut :(Rakha et al., 2019). 
1. Genetik; BRCA1 dan BRCA2.
Mutasi germline BRCA1 dikaitkan dengan risiko karsinoma payudara triple-negative (ER-negatif, PR-negatif, dan HER2-negatif), sedangkan mutasi germline BRCA2 dikaitkan dengan hormone receptor-positive.
2. Hormon; estrogen dan progestogen.
Tingkat insidens karsinoma payudara meningkat lebih tajam pada usia sebelum menopause (8% per tahun) dibandingkan setelahnya (2% per tahun), ketika sintesis estrogen dan progesteron ovarium berhenti dan produksi androgen ovarium berangsur-angsur berkurang.
3. Faktor reproduksi; menarche dini, nullipara atau paritas rendah, usia tua saat melahirkan pertama, dan durasi laktasi kurang. Menarche dini, terlambat menopause, terapi penggantian hormon pascamenopause, nulliparitas, dan usia tua saat melahirkan pertama dikaitkan dengan peningkatan risiko karsinoma payudara hormon receptor-positive. Paritas sendiri dapat dikaitkan dengan peningkatan risiko tumor triple-negative sedangkan durasi laktasi yang lama dikaitkan dengan penurunan risiko semua subtipe tumor.
4. Diet; diet tinggi kalori yang kaya lemak dan protein hewani, disertai aktivitas fisik kurang dan obesitas.
Pada wanita pascamenopause terdapat hubungan positif yang kuat   antara indeks massa tubuh dan risiko karsinoma payudara lebih untuk hormone receptor-positive. Sedangkan pada wanita premenopause terdapat hubungan negatif yang lemah, dimana indeks massa tubuh yang tinggi terkait dengan penurunan risiko kanker hormon receptor-positive dan peningkatan risiko triple-negative.
Terdapat beberapa bukti bahwa alkohol, merokok, dan aktivitas fisik dikaitkan dengan risiko kanker hormone receptor-positive. Namun, penelitian pada populasi etnis tertentu mengungkapkan bahwa mungkin ada perbedaan berdasarkan populasi/ etnis dalam faktor risiko untuk biomarker/ subtipe klinis tertentu.
Pencegahan (primer) adalah usaha agar tidak terkena kanker payudara. Pencegahan primer berupa mengurangi atau meniadakan faktor-faktor risiko yang diduga sangat erat kaitannya dengan peningkatan insiden kanker payudara. Pencegahan primer  secara sederhana adalah mengetahui faktor-faktor risiko kanker payudara, seperti yang telah disebutkan diatas, dan berusaha menghindarinya. Prevensi primer agar tidak terjadi kanker payudara saat ini memang masih sulit, sehingga faktor risiko yang erat kaitannya dengan peningkatan insiden kanker payudara harus diperhatikan dan dihindari. Adapun faktor resikonya adalah sebagai berikut:
· Usia dan jenis kelamin, dimana usia >50 tahun terjadi peningkatan resiko terjadinya kanker payudara invasif dibandingankan dengan mereka yang berusia kurang dari 50 tahun. Adapun jenis kelamin, sebagian besar kanker payudara terjadi pada wanita dan jarang terjadi pada laki-laki.
· Riwayat keluarga dan genetik. Seseorang yang membawa mutasi gen BRACA1, BRACA2, ATM, atau TP53 berisiko empat kali lebih besar dibandingkan mereka yang tidak membawa mutasi gen tersebut. Sedangkan mereka yang memilki dua atau lebih keluarga dekat yang menderita kanker payudara, berisiko 2 sampai 3,99 kali menederita kanker payudara.
· Kondisi payudara. Pada penderita DCIS (Ductal carcinoma in situ) dan LCIS (Lobular carcinoma in situ) yang dideteksi dengan mammografi pada payudara yang sama berisiko menderita 4x lebih tinggi dibandingkan penderita hiperplasia duktus atipikal DCIS pada payudara kontralateral. Sedangkan penderita dengan proliferasi jinak tanpa atypia berisiko 1,25 -2x menderita kanker payudara.
· Riwayat menstruasi dan reproduksi. Wanita yang mengalami menarche dini (<12 tahun) dan menopause lambat (55 tahun) resikonya rendah untuk menderita kanker payudara (1,25-2X). Sedangkan wanita dengan paritas dengan 4 anak atau lebih (vs 1 anak) usia saat melahirkan pertama kali 12 bulan risikonya lebih rendah lagi (<0,8x). 
· Hormon endogen dan eksogen. Kadar esetrogen tinggi dalam sirkulasi pada wanita pasca menopause berisiko hampir 4x lebih besar menderita kanker payudara dibandingkan dengan penggunaan kontrasepsi oral yang lama (dalam 10 tahun terakhir) dan penggunaan terapi sulih hormon kombinasi.  
· Indeks Massa tubuh (IMT) dan gaya hidup. IMT >25 kg/m2 (vs <21 kg/m2) dan konsumsi alkohol >3x sehari, berisiko hingga 2x lebih besar menderita kanker payudara
· Riwayat penyakit. Radiasi (pada limfoma Hodgkin) sebelum usia 30 tahun dan  penderita dengan riwayat kanker payudara kontralateral berisiko 4x lebih besar menderita kanker payudara. Sedangkan riwayat keganasan pada organ lain (ovarium, tiroid, endometrium, kolon, melanoma) resikonya 2x untuk menderita kanker payudara.
· Lingkungan. Hal ini terkait dengan radiasi pengion dosis tinggi yang dialami terutama sebelum usia 20 tahun memilki risiko hingga 2x untuk menderita kanker payudara.  (Kementerian Kesehatan.,2018)
2.1.3 [bookmark: _Toc190894352]PATOGENESIS

Patogenesis karsinoma payudara invasif melalui beberapa jalur inisiasi, transformasi, dan perkembangan yang umumnya dijelaskan berdasarkan status reseptor hormon dan morfologi. ER-positif menunjukkan flat epithelial atypia, atypical ductal hyperplasia, dan ER-positive ductal carcinoma in situ (DCIS) sebagai prekursor karsinoma payudara invasif dan metastasis. Sedangkan ER-negatif menunjukkan ER-negative DCIS dan microglandular adenosis sebagai prekursor kanker ER-negatif. (Rakha et al., 2019). 
Pada tingkat asal sel, terdapat dua jalur yang menjelaskan karsinogenesis payudara: evolusi klonal sporadik dan stem cell kanker. Pada tingkat molekuler, terdapat bukti kuat bahwa karsinoma payudara berevolusi melalui dua jalur molekuler yang berbeda, terutama terkait dengan reseptor hormon yakni karsinoma payudara ER-positif dan ER-negatif adalah penyakit yang berbeda secara mendasar, dan bahwa pada kanker ER-positif, grade histologi dan proliferasi sangat terkait dengan tingkat, kompleksitas, dan jenis penyimpangan genetik. (Rakha et al., 2019). 	
[bookmark: _Toc178873738][image: ]Gambar 2. Jalur Umum Perkembangan Karsinoma Payudara (Ellensin et al, 2018)

1. Jalur pertama (jalur ER-positif) ditandai dengan penambahan kromosom 1q, kehilangan kromosom 16q, amplifikasi kromosom 17q12, dan ekspresi gen yang terkait dengan fenotipe ER-positif. Lesi ini mengekspresikan reseptor hormon, kurang overekspresi HER2 dan penanda basal, dan memiliki kariotipe diploid sederhana atau near-diploid. Umumnya, jalur ini terdiri dari lesi neoplastik penotif low hingga intermediate grade (grade 1 dan grade 2),  dan sebagian kecil (~9%) high grade  (grade 3) secara morfologis.
[image: ]
[bookmark: _Toc178873739]Gambar 3. Diagram Skematis Karsinoma Payudara berdasarkan Asal Sel. CSCs, cancer stem cells; Masc, mammary stem cell; TNBC, triple-negative breast cancer. (Rakha et al., 2019).

2. Jalur kedua (jalur ER-negatif) paling sering ditandai dengan hilangnya kromosom 13q, penambahan kromosom 11q13, amplifikasi kromosom 17q12, dan ekspresi gen yang terkait dengan proliferasi sel dan siklus sel. Jalur ini umumnya terdiri dari tumor intermediate dan high grade (grade 2 dan 3) secara morfologis. Mutasi PIK3CA umumnya terjadi di kedua jalur, sedangkan mutasi TP53 lebih sering terjadi di jalur ER-negatif. Data juga menunjukkan bahwa perkembangan tumor low grade (grade 1) menjadi high grade (grade 3) lebih sering pada karsinoma payudara fenotip luminal. Karsinoma payudara ER-negatif mencakup kelompok HER2-positif dan HER2-negatif. Dalam kelompok ini (umumnya high grade, tidak stabil secara genetik, dan aneuploid), sering terjadi mutasi TP53. Pada kelompok ER-negatif, HER2-positif, mutasi PIK3CA juga sering terjadi, selain amplifikasi kromosom 17q12. Komponen penting dari ER-negatif, HER2-negatif meliputi aktivitas proliferasi tinggi, infiltrat imunologi yang meningkat, penotip basal-like dan mesenkimal, dan defisiensi dalam rekombinasi homolog.
Mutasi genetik sel-sel somatik akan mempengaruhi dan mengaktifkan sejumlah jalur seluler, yang bertanggung jawab untuk pertumbuhan, proliferasi, dan diferensiasi sel karsinoma payudara. (Gambar 4). (Toss et all.,2017).
1. Jalur Sinyal Estrogen. Hormon steroid, estrogen berkontribusi dalam karsinogenesis karsinoma payudara pada pertumbuhan, perkembangan, diferensiasi sel, dan homeostasis. Estrogen mengaktifkan reseptornya di inti (jalur genomik) yang mengikat DNA untuk mengatur aktivitas gen yang berbeda, dan di membran (jalur non-genomik) yang mengaktifkan berbagai jalur transduksi sinyal; MAPK dan PI3K/AKT/mTOR. 
2. Epidermal Growth Factor Receptors (EGFR/HER). Merupakan reseptor tirosin kinase yang mengatur beberapa proses biologis dan khususnya terlibat dalam kontrol proliferasi sel, diferensiasi, dan survival. Ikatan ligan pada reseptor mengaktivasi jalur sinyal PI3K/AKT/mTOR, MAPK, dan jalur JAK/STAT, yang memicu proliferasi dan survival.
3. Jalur PI3K/AKT/mTOR. Merupakan salah satu jalur utama yang terlibat dalam proliferasi sel kanker dan diaktifkan oleh beberapa reseptor tirosin kinase (RTKs), seperti EGFR, IGF-1, FGFR, MET, dan lain-lain. PI3K memfosforilasi phoshatidyl-inositol P2 (PIP2) menjadi phosphathydil-inositol P3 (PIP3). Setelah fosforilasi, PIP3 mengaktifkan AKT. AKT yang diaktifkan mengenali berbagai substrat, dengan fungsi pengaktif atau penghambatnya, seperti mTOR, NF-κβ (nuclear factor of κβ), MDM2 (regulator negatif oncosuppressor p53), GSK3 (terlibat dalam siklus sel dan proses metabolisme glukosa), dan lain-lain. Oleh karena itu, AKT yang diaktifkan memediasi dan mengatur berbagai proses biologis, termasuk pertumbuhan independen, apoptosis, dan proliferasi.
4. Jalur Sinyal MAPK. MAPK dapat menyebabkan siklus sel yang tidak terkontrol, resistensi terhadap apoptosis dan kemoterapi, terapi target, dan radioterapi. Interaksi antara RTK (seperti EGFR, PDGFR, FGFR, dan lain-lain) dan ligan memungkinkan RAS untuk mengaktifkan aktivitas protein kinase RAF, serine/threonine kinase. RAF kinase, sebagai kaskade, memfosforilasi dan mengaktifkan MEK (mitogen-activated protein kinase). MEK (MEK1 dan MEK2) memfosforilasi dan mengaktifkan mitogen-activated protein kinase, MAPK (juga disebut extracellular-signal-regulated kinase, ERK), yang translokasi ke dalam nukleus dimana memicu beberapa faktor transkripsi yang memediasi ekspresi onkogen yang terlibat dalam proliferasi dan survival.
[image: ]
[bookmark: _Toc178873740]Gambar 4. Jalur Sinyal yang berperan dalam Perkembangan Karsinoma Payudara.(Toss et al., 2017).
5. Jalur SRC. SRC (Rous Sarcoma) berperan penting dalam pengembangan dan perkembangan banyak tumor solid dan juga terkait dengan resistensi obat. SRC merupakan non-receptor cytoplasmatic tyrosine kinases (SFK) yang terlibat dalam mekanisme pengaturan proliferasi sel, pertumbuhan, migrasi, dan fitur neoplastik lainnya. Aktivasi SRC berimplikasi kaskade jalur pensinyalan yang terlibat dalam onkogenesis, termasuk PI3K/AKT/mTOR, MAPK, dan JAK/STAT.
6. Jalur JAK/STAT. Interaksi antara RTK atau reseptor sitokin dan ligannya mengaktifkan JAK (Janus Kinase). JAK berikatan dengan protein STAT (transduser sinyal dan aktivator transkripsi) memicu transkripsi gen yang 
terlibat dalam proses proliferasi, diferensiasi, dan apoptosis. Disregulasi dalam fungsi JAK-STAT menyebabkan kelainan imun dan kanker.
2.1.4 [bookmark: _Toc46356262][bookmark: _Toc190894353]HISTOLOGICAL GRADING

[bookmark: _Hlk180519629]Penilaian grade histologi kanker payudara invasif dapat dilhat pada tabel 1. Dengan menggunakan metode semikuantitatif dengan menilai bentukan tubular, pleomorfisme inti dan jumlah mitosis. Bentukkan tubular dinilai pada seluruh tumor dengan pembesaran kecil; hanya struktur tumor dengan central lumina yang jelas dan dikelilingi sel neoplastik yang dihitung. Sedangkan pleomorfisme inti  dinilai dengan membandingkan ukuran dan bentuk sel tumor dengan sel epitel normal di sekitarnya. Skor 1 jika ukuran inti sel tumor sama dengan inti sel normal (<1.5 kali), pleomorfisme minimal, kromatin halus dan anak inti tidak terlihat. Skor 2 jika inti sel tumor lebih besar (1.5-2x), pleomorfisme ringan-sedang, dan anak inti kecil dan tidak jelas. Skor 3 jika inti sel tumor lebih besar (>2x), dengan kromatin vesikular, perbedaan ukuran dan bentuk yang jelas, dan anak inti terlihat.(Rakha, Allison, Elis, et al., 2019).



[bookmark: _Toc178871920][bookmark: _Toc178874448][bookmark: _Hlk180521035]Tabel 1. Grading histologi Kanker payudara invasif 
(Rakha, Allison, Elis, et al, 2019)

	[bookmark: _Hlk180519698]Feature
	Score

	Tubule and gland formation

	Majority of tumour (> 75%)
	1

	Moderate degree (10-75%)
	2

	Little or none (< 10%)
	3

	Nuclear pleomorphism

	Small, regular, uniform cells
	1

	Moderate increase in size and variability
	2

	Marked variation
	3

	Mitotic count

	Dependent on microscope field area2
	1-3

	Total Score
	Final grading

	Add the scores for gland formation, nuclear polymorphism, and mitotic count:

	3-5
	Grade 1

	6 or 7 
	Grade 2

	8 or 9
	Grade3
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[bookmark: _Toc178873741]Gambar 5. Skoring Bentukkan Tubular. .(Rakha et al., 2019).
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[bookmark: _Toc178873742]Gambar 6. Skoring Pleomorfisme Inti. (Rakha et al., 2019).
2.1.5 [bookmark: _Toc190894354]PROGNOSIS DAN PENCEGAHAN

lBC-NST menyebabkan sebagian besar kasus karsinoma payudara, dan karakteristik prognostik serta penatalaksanaannya sama atau sedikit lebih buruk, dengan tingkat kelangsungan hidup 10 tahun 65-78% dibandingkan dengan karsinoma payudara secara keseluruhan (sekitar 80%). Prognosis sangat dipengaruhi oleh usia pasien, grade histologi tumor, stadium tumor, invasi limfovaskular, dan TILs, serta prediktor respons terapi, seperti status ER, PR, dan HER2. Indeks proliferasi Ki-67 dan status AR juga telah terbukti memiliki nilai prognostik. Sekitar 70-80% dari lBC-NST adalah ER-positif, dan 12-20% dari kasus adalah HER2-positif. Manajemen lBC-NST juga dipengaruhi oleh karakteristik prognostik dan prediktif ini. Dalam satu penelitian, pasien kanker payudara berusia ≥ 50 tahun saat didiagnosis mengalami 17% kematian yang lebih tinggi daripada pasien yang lebih muda. Dalam studi lain, pasien usia menengah (40-60 tahun) menunjukkan hasil yang lebih baik daripada pasien usia muda dan lanjut.(Rakha et al., 2019). 
2.2 [bookmark: _Toc190894355]HUMAN EPIDERMAL GROWTH FACTOR RECEPTOR 2 (HER2)

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) merupakan keluarga reseptor faktor pertumbuhan epidermal manusia (HER) yang memainkan peran sentral dalam patogenesis beberapa jenis kanker pada manusia. Mereka mengatur pertumbuhan, kelangsungan hidup, dan diferensiasi sel melalui berbagai jalur transduksi sinyal dan berpartisipasi dalam proliferasi dan diferensiasi sel. Keluarga ini terdiri dari empat anggota utama: HER-1, HER-2, HER-3, dan HER-4, yang juga disebut ErbB1, ErbB2, ErbB3, dan ErbB4, masing-masing. Keempat reseptor HER terdiri dari situs pengikatan ligan ekstraseluler yang kaya sistein, segmen lipofilik trans-membran, dan domain intraseluler dengan aktivitas katalitik tirosin kinase. Reseptor faktor pertumbuhan epidermal (EGFR, ErbB1, dan HER1) - reseptor tirosin kinase pertama, ditemukan oleh Carpenter dan rekannya di Universitas Vanderbilt, AS, pada tahun 1978. ErbB adalah singkatan dari asal-usulnya dalam gen Erb-b yang bertanggung jawab atas virus eritroblastosis unggas. (Coussens et al., 1985)
HER2 dinamakan demikian karena memiliki struktur	yang	mirip dengan reseptor faktor pertumbuhan epidermal manusia dan dinamakan Neu karena berasal dari garis sel glioblastoma hewan pengerat yang merupakan jenis tumor saraf. (Coussens et al., 1985)
Onkogen neu (juga dikenal sebagai HER2, ErbB2, atau p185) ditemukan oleh sekelompok ilmuwan di Massachusetts Institute of Technology, Rockefeller, dan Universitas Harvard. Reseptor HER2 adalah asam amino 1255, 185 kD glikoprotein transmembran yang terletak di lengan panjang kromosom 17 (17q12) manusia. HER2 diekspresikan di banyak jaringan dan peran utamanya dalam jaringan ini adalah memfasilitasi pertumbuhan sel yang berlebihan/tidak terkendali dan tumorigenesis (Iqbal Nida et al.,2016).
HER2 berbeda dengan anggota keluarga ERBB lainnya, HER2 tidak secara langsung mengikat ligan. Aktivitas HER2 dapat diaktivasi melalui heterodimerisasi dengan anggota ERBB lain atau melalui homodimerisasi ketika konsentrasi HER2 tinggi, misalnya pada kanker. Amplifikasi atau ekspresi berlebih dari onkogen ini telah terbukti memainkan peran penting dalam perkembangan dan perkembangan jenis kanker payudara agresif tertentu. Dalam beberapa tahun terakhir, protein ini telah menjadi biomarker penting dan target terapi untuk sekitar 30% pasien kanker payudara (Hsu et al., 2016).
Reseptor HER ada sebagai monomer pada permukaan sel. Setelah ligan berikatan dengan domain ekstraselulernya, protein HER mengalami dimerisasi dan transfosforilasi domain intraselulernya. HER2 tidak memiliki ligan pengaktif langsung yang diketahui dan mungkin dalam keadaan teraktivasi secara konstitutif atau menjadi aktif pada saat heterodimerisasi dengan anggota keluarga lainnya seperti HER1 dan HER3. Homo- atau heterodimerisasi menghasilkan autofosforilasi residu tirosin dalam domain sitoplasma reseptor dan memulai berbagai jalur pensinyalan, terutama protein kinase yang diaktifkan mitogen (MAPK), fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinase (PI3K), dan protein kinase C (PKC) yang menghasilkan proliferasi sel, kelangsungan hidup, diferensiasi, angiogenesis, dan invasi. Hetodimer menghasilkan sinyal yang lebih kuat daripada homodimer, dan yang mengandung HER2 memiliki potensi pengikatan ligan dan pensinyalan yang sangat tinggi karena HER2 berada dalam konformasi terbuka sehingga menjadikannya mitra dimerisasi pilihan di antara anggota keluarga. Heterodimer HER2-HER3 adalah stimulator paling kuat dari jalur hilir, terutama PI3K / Akt, pengatur utama pertumbuhan dan kelangsungan hidup sel. Selain itu, dimerisasi HER2 mendorong mislokalisasi dan degradasi cepat protein penghambat siklus sel p27Kip1 yang mengarah ke perkembangan siklus sel. HER2 juga dapat diaktifkan dengan mengomplekskan dengan reseptor mem-bran lain seperti reseptor faktor pertumbuhan mirip insulin 1 (Iqbal Nida et al., 2014)
Sebagian besar penelitian tentang HER2 telah dilakukan pada kanker payudara, setelah ditemukan menginduksi karsinogenesis mammae in vitro dan in vivo. Amplifikasi atau ekspresi berlebih dari gen HER2 terjadi pada sekitar 15-30% kanker payudara. Dengan meningkatnya pemahaman tentang biologi HER2, kini telah diketahui bahwa ekspresi berlebih HER2 juga terjadi pada bentuk kanker lainnya seperti kanker lambung, ovarium, karsinoma endometrium serosa uterus, usus besar, kandung kemih, paru-paru, leher rahim, kepala dan leher, serta kerongkongan. Terlepas dari perannya dalam perkembangan berbagai jenis kanker, ia juga telah dievaluasi secara intensif sebagai target terapeutik. Tujuan dari tinjauan ini adalah untuk memperbarui peran HER2 dalam berbagai jenis kanker (Iqbal et al., 2014). 
HER2 pada Kanker Payudara. HER2 diekspresikan secara berlebihan pada 15-30% kanker payudara invasif, yang memiliki implikasi prognostik dan prediktif. Kanker payudara dapat memiliki hingga 25-50 salinan gen HER2, dan peningkatan protein HER2 hingga 40-100 kali lipat yang menghasilkan 2 juta reseptor yang diekspresikan pada permukaan sel tumor. Bahkan estrogen, yang bekerja melalui aktivitas nongenomik reseptor estrogen (ER) di luar nukleus, telah terbukti mengaktifkan pensinyalan HER2. Bentuk HER2 yang menyimpang (dikenal sebagai p95), yang tidak memiliki domain ekstraseluler, ditemukan pada beberapa kanker payudara (Iqbal et al., 2014).
Meskipun beberapa metode untuk pemeriksaan HER2 telah dikembangkan, sekitar 20% pemeriksaan HER2 yang ada saat ini mungkin tidak akurat. Oleh karena itu, American Society of Clinical Oncology (ASCO) dan College of American Pathologists (CAP) telah merekomendasikan pedoman dalam pengujian HER2 untuk memastikan keakuratannya. Dua metode yang saat ini disetujui untuk pengujian HER2 adalah imunohistokimia (IHC) dan hibridisasi fluoresensi in situ (FISH) (Iqbal et al., 2014).
Kanker Payudara. Status HER2 harus ditentukan pada semua pasien dengan kanker payudara invasif berdasarkan 1 atau lebih hasil tes. Spesimen kanker payudara pada awalnya harus menjalani tes HER2 dengan uji imunohistokimia (IHC) yang telah divalidasi untuk ekspresi protein HER2. Metode penilaian untuk ekspresi HER2 didasarkan pada pola pewarnaan membran sel pada WHO Classification of tumor Edisi 5 sebagai berikut (Rakha EA et al., 2019).
(i) 3+ (HER2 positif). Terwarnai lengkap/komplit mengelilingi membran dengan intensitas kuat pada >10% sel tumor;
(ii) 2+ (Equivokal): Terwarnai lengkap/komplit mengelilingi membran dengan intensitas lemah hingga sedang pada >10% sel tumor;
(iii) 1+:dan 0 (Negatif):  
· 1+ : Terwarnai tidak lengkap mengelilingi membran dengan intensitas samar/hampir tidak trerlihat pada >10% sel tumor;
· 0: Tidak terwarnai pada sel tumor atau terwarnai tidak lengkap mengelilingi membran dengan intensitas samar/hampir tidak trerlihat pada ≤10% sel tumor;
Spesimen kanker payudara dengan IHC yang tidak jelas harus menjalani hibridisasi fluoresensi in situ (FISH) untuk validasi. Interpretasi untuk pemeriksaan FISH HER2 (rasio HER2 terhadap CEP17 dan jumlah salinan gen) adalah sebagai berikut:
(i) amplifikasi HER2 positif: Rasio FISH lebih tinggi dari atau salinan gen HER2 lebih besar dari 6.0;
(ii) amplifikasi HER2 yang tidak jelas: Rasio FISH 1,8- 2,2 atau salinan gen HER2 4,0-6,0;
(iii) amplifikasi HER2 negatif: Rasio FISH lebih rendah dari 1,8 atau salinan gen HER2 kurang dari 4,0.
Jalur pensinyalan yang diaktifkan oleh HER2 meliputi:(Roy V, Perez EA)
·  Protein kinase yang diaktifkan  oleh mitogen (MAPK)
·  Fosfoinositida 3-kinase (PI3K / Akt)
·  Fosfolipase C γ
·  Protein kinase C (PKC)
·  Transduser sinyal dan  aktivator transkripsi (STAT)
Singkatnya, pensinyalan melalui keluarga reseptor ErbB mendorong proliferasi sel dan melawan apoptosis, dan oleh karena itu harus diatur secara ketat untuk mencegah pertumbuhan sel yang tidak terkendali.
2.3 [bookmark: _Toc190894356]CYCLIN DEPENDENT KINASE (CDK) DAN SIKLUS SEL

CDK pertama kali ditemukan melalui studi genetik dan biokimia pada organisme model seperti ragi dan katak. Penelitian ini membuktikan pentingnya CDK dalam mendorong transisi melalui siklus sel. Selain itu, penelitian ini menunjukkan bahwa sub-unit katalitik, CDK, harus berasosiasi dengan subunit pengatur, siklin, yang kadar proteinnya diatur pada regulasi selama siklus sel. Sejak penelitian perintis ini dilakukan pada tahun 1980-an, pentingnya CDK yang bertindak sebagai keluarga protein kinase eukariotik utama yang terlibat dalam integrasi sinyal ekstraseluler dan intraseluler untuk memodulasi transkripsi gen dan pembelahan sel telah ditetapkan dengan jelas (Malumbres., 2014)
Terlepas dari fungsinya dalam pembelahan dan transkripsi sel eukariotik, CDK telah mengalami tingkat divergensi evolusi dan spesialisasi yang luar biasa. Enam CDK yang berbeda terdapat pada ragi yang sedang bertunas. CDK ini dapat dikelompokkan sebagai, pertama, CDK yang mengikat beberapa siklin dan dapat mengatur siklus sel dan, kedua, CDK yang diaktifkan oleh siklin tunggal dan terlibat dalam regulasi transkripsi. Pada ragi yang sedang bertunas Saccharomyces cerevisiae, kelompok pertama mengandung Cdc28 dan Pho85, masing-masing mengikat sembilan atau sepuluh siklin yang berbeda. Gabungan ini membentuk dasar untuk regulasi dinamis dan kemampuan mereka untuk memfosforilasi beberapa substrat, sehingga mengatur siklus pembelahan sel sebagai respons terhadap isyarat seluler yang berbeda. Kelompok kedua terdiri dari empat CDK - Kin28, Srb10, Bur1 dan Ctk1 - masing-masing diaktifkan oleh satu siklin spesifik (Gambar 1). Siklin ini biasanya tidak diatur dengan cara yang bergantung pada siklus sel, dan anggota kelompok CDK kedua ini terlibat dalam kontrol transkripsi gen. (Malumbres,, 2014)
Cyclin-dependent kinase (CDK) adalah  protein kinase yang ditandai dengan kebutuhan subunit terpisah dari suatu siklin yang menyediakan domain yang penting untuk aktivitas enzimatik. CDK memainkan perang penting dalam mengontrol pembelahan sel dan memodulasi transkripsi sebagai respons terhadap beberapa isyarat ekstra dan intraseluler. Perluasan evolusioner. Perluasan evolusioner keluarga pada mamalia menyebabkan pembagian CDK menjadi subfamily yang berhubungan  dengan siklus sel (CDK1, CDK4, CDK5) dan lima subfamily transkripsi (CDK7, CDK8, CDK9, CDK11, CDK20). CDK secara tradisional dipisahkan menjadi siklus sel atau CDK transkripsi yang merupakan ciri khas beberapa penyakit termasuk kanker. (Malumbres., 2014).
CDK merupakan enzim pengatur yang penting dalam proses fisiologis yang mendorong transisi siklus sel dan mengatur transkripsi. Hampir semua kanker memiliki perubahan genomik yang menyebabkan aktivasi konstitutif CDK dan menghasilkan proliferasi sel kanker. (Juric et all., 2019)
Kelompok CDK mamalia memiliki lebih dari 20 anggota yang diketahui. CDK pertama, sekarang dikenal sebagai CDK1, ditemukan dalam ragi di mana itu terbukti penting untuk meningkatkan siklus sel. Proses siklus sel sangat ketat dikendalikan untuk memastikan pembelahan sel. Cyclin-dependent kinase secara ketat mengatur perkembangan melalui fase G1 (fase pertumbuhan), S (sintesis DNA), fase G2 (fase pertumbuhan kedua) dan M (mitosis) pada siklus sel, CDK bekerja bersama dengan siklin yang terkait. CDK 1-4, 6 dan 11 mengontrol beberapa aspek pembelahan sel termasuk replikasi DNA, perkembangan mitosis, dan respons terhadap sinyal regulasi pertumbuhan. Terkait dengan siklinnya, CDK 2, 4 dan 6 mengatur    perkembangan dari fase G1 ke S. Akhirnya, mitosis adalah di bawah kendali kompleks CDK1-CycB dan CDK11-CycL.  (Juric et al., 2019)
Perkembangan siklus sel didorong oleh protein yang disebut siklin yang dinamai berdasarkan sifat siklus produksinya dan degradasi dan enzim terkait cyclin yang disebut cyclin dependent kinase (CDK). CDK memperoleh kemampuan untuk memfosforilasi substrat protein (yaitu, aktivitas kinase) dengan membentuk kompleks dengan siklin yang relevan. Sintesis yang meningkat sementara dari sadapan cyclin tertentu untuk meningkatkan aktivitas kinase dari pengikatan CDK yang sesuai; saat CDK menyelesaikan putaran fosforilasinya, siklin terkait terdegradasi dan aktivitas CDK mereda. Jadi, saat kadar cyclin naik dan turun, aktivitas CDK terkait juga meningkat. Siklus sel dapat dianalogikan sebagai perlombaan estafet di mana setiap kaki diatur oleh set cyclins yang berbeda: saat satu kumpulan cyclins meninggalkan lintasan, set berikutnya mengambil alih. (Juric et al., 2019)







[bookmark: _Toc178874449]Tabel 2. CDK yang paling sering dipelajari beserta peran fisiologisnya 
(Juric et all., 2019)
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Pada siklus sel terdapat mekanisme pengawasan yang siap untuk mendeteksi kerusakan DNA atau kerusakan kromosom. Pada pos pemeriksaan kontrol kualitas memastikan bahwa sel-sel dengan ketidaksempurnaan genetik tidak menyelesaikan replikasi. Jadi, G1-S pos pemeriksaan memantau integritas DNA sebelum secara permanen mengikat sumber daya seluler ke replikasi DNA. (Juric et al., 2019; Malumbres., 2014)
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[bookmark: _Toc178873743]Gambar 7. Peran cyclins, cyclin-dependent kinases (CDKs) dan inhibitor CDK dalam mengatur siklus sel.
Kemudian dalam siklus sel, titik pembatasan GTM memastikan bahwa telah ada replikasi genetik yang akurat sebelum sel benar-benar membelah. Ketika sel mendeteksi ketidakteraturan DNA, aktivasi pos pemeriksaan menunda perkembangan siklus sel dan memicu mekanisme perbaikan DNA. Jika kekacauan genetik terlalu parah untuk diperbaiki, sel-sel akan menjalani apoptosis; sebagai alternatif, mereka dapat memasuki keadaan non replikatif yang disebut senescence-terutama melalui p53 mekanisme dependen. Mempertahankan pos pemeriksaan siklus sel adalah tugas CDK inhibitor (CDKis) dengan memodulasi aktivitas kompleks CDK-cyclin. (Juric et al., 2019; Malumbres., 2014)

Ada beberapa inhibitor CDK yang berbeda: 
· Satu famili yang terdiri dari tiga protein yang disebut p21 (CDKN1A), p27 (CDKN1B), dan p57 (CDKN1C)- secara luas menghambat beberapa CDK. 
· Keluarga protein CDKI lainnya memiliki efek selektif pada cyclin CDK4 dan cyclin CDK6; protein ini disebut p15 (CDKN2B), p16 (CDKN2A), p18 (CDKN2C), dan p19 (CDKN2D). (Malumbres., 2014).
Pos pemeriksaan protein CDK yang rusak memungkinkan sel dengan DNA yang rusak untuk membelah, menghasilkan anak sel yang bermutasi dan berpotensi berkembang menjadi tumor ganas. (Kumar et al.,2015)

2.4 [bookmark: _Toc190894357]CYCLIN DEPENDENT KINASE 4 DAN 6  (CDK4 DAN CDK6)

Cyclin dependent kinase 4 (CDK4) juga dikenal sebagai cell division protein kinase 4 adalah enzim yang pada mamalia yang dikodekan oleh gen CDK4 yang termasuk keluarga kinase yang bergantung pada siklin, yang juga merupakan subunit katalitik dari kompleks protein kinase yang penting untuk perkembangan fase siklus G1. Aktivitas kinase ini terbatas pada fase G1-S, yang dikendalikan oleh subunit pengatur siklin tipe-D dan inhibitor CDK p16INK4a. Kinase ini terbukti bertanggung jawab atas proliferasi produk gen retinoblastoma (Rb). CDK4 adalah integrator utama dari berbagai sinyal mitogenik dan antimitogenik. Juga memfosfolirasi SMAD3 dengan cara bergantung pada siklus sel dan menekan aktivitas traskripsinya. (Asghar et al., 2015)
Cyclin dependent kinase 4 dan cyclin dependent kinase 6 (CDK4 dan CDK6) secara struktural merupakan protein yang memiliki banyak kesamaan secara biokimiawi maupun biologis, meskipun sebagian besar penelitian hanya berfokus pada CDK4. CDK6 secara khusus terlibat dalam proliferasi sel-sel prekursor hematologis. Aktivitas CDK4 dan CKD6 dikontrol oleh ikatannya dengan cyclin tipe D (yakni cyclin D1, cyclin D2 dan cyclin D3). Ekspresi cyclin D ditandai sebagai suatu respons ‘delayed-early’ terhadap sinyal mitogenik, dan fungsinya sebagai promoter dan enhancer dalam mengontrol transkripsi. (Asghar et al., 2015, Baker Stacey J, et all., 2022)
Berbeda dengan jenis CDK lainnya, dimana hubungan cyclin tampaknya terjadi secara spontan, pada CDK4 dan CKD6 proses ini diatur oleh beberapa mekanisme yang berbeda. Protein penghambat CDK4 yaitu INK4 yang mencakup p16INK4A, p15INK4B, p18INK4C dan p19INK4D, merupakan protein yang berikatan dengan CDK4 dan CDK6, yang berfungsi sebagai satu-satunya penghambat CDK4 dan CDK6. Protein INK4 dapat melemahkan ikatan cyclin tipe D dengan CDK4 maupun CDK6, dan juga berinteraksi dengan domain katalitik CDK4 dan CDK6 yang berpotensi menekan aktivitas kinasenya. Protein-protein ini secara negatif meregulasi CDK4 dan CDK6 dalam resposnya terhadap kondisi stres. Sebagai contoh, p16INK4A diinduksi oleh sejumlah onkoprotein yang menghambat transformasinya, ekspresi berlebihan dari p16INK4A menyebabkan terhentinya siklus sel pada fase G1. Hal yang sama juga terjadi pada p15INK4B yang juga diinduksi oleh supresi yang diperantarai transforming-growth factor-β pada proliferasi sel epitel. CDK4 dan CDK6, sama seperti jenis protein CKD lainnya, juga mengalami fosforegulasi. Oleh karena itu, CDK4 dan CDK6 memegang peranan kunci pada integrasi jalur sinyal downstream yang berbeda-beda, dimana aktivasi keduanya dapat mengawali dimulainya siklus sel. (Asghar et al., 2015; Fassl Anne, et all.,2022)
a. Awalnya, sinyal mitogenik  mengaktivitas CDK4 atau CDK6 melalui berbagai mekanisme, termasuk induksi gen cyclin D1 (CycD1) (CCND1), stabilitas protein dan pembentukan kompleks CDK-Cyc. Proses ini dapat dimusnahkan secara individual, atau melalui  induksi inhibitor CDK4 dan CDK6 (yaitu, inhibitor keluarga protein CDK4 (INK4)) dapat berfungsi untuk mencegah pembentukan kompleks CDK-cyclin. 
b. [bookmark: _Hlk182572577][bookmark: _Hlk182572642]Keadaan aktivasi  CDK4 dan CDK6 memulai fosforilasi protein retinoblastoma (pRB) yang berkontribusi terhadap aktivasi dan pelepasan faktor transkripsi E2F. Protein E2F mengendalikan ekspresi banyak faktor yang bertindak positif yang sangat penting untuk perkembangan fase S dan transisi G2-M. Berbagai mekanisme menyebabkan inaktivasi pRB pada kanker, seperti mutasi, fosforilasi yang menyimpang atau penyerapan protein. 
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Gambar 8. Model regulasi G1 – S dan relevansinya dengan kanker
E2Fs dan sinyal tambahan mendorong ekspresi dan aktivasi kompleks CDK2-CycE dan CDK2-CycA, yang berkontribusi pada replikasi DNA dan fosforilasi pRB lebih lanjut. Deregulasi aktivitas ini ditemukan pada kanker melalui amplifikasi siklon tipe-E atau hilangnya penghambat CDK. CCN, cyclin; CDC, cell division cycle; CDT1, chromatin licensing and DNA replication factor 1; CIP, CDK-interacting protein; KIP, kinase inhibitory protein; MAD2L1, MAD2 mitotic arrest deficient-like 1; MCM, minichromosome maintenance complex component; PLK1, polo-like kinase. (Asghar et al., 2015)
Pengaturan aktivitas CDK4, CDK6 dan CDK2 dicapai sebagian oleh dua keluarga protein penghambat endogen. Yang pertama adalah keluarga INK4, yang terdiri dari p16INK4A, p15INK4B, p18INK4C, dan p19INK4D. Protein ini mengikat CDKs 4 dan 6, membentuk kompleks biner yang tidak memiliki aktivitas kinase. Yang kedua adalah keluarga CIP/KIP, yang meliputi p27KIP1, p21CIP1, dan p57KIP2. Protein-protein ini mengikat CDK secara lebih acak dan memiliki fungsi yang lebih beragam, berpotensi menghambat beberapa CDK (termasuk CDK4 dan CDK6, CDK2, dan CDK1), tetapi juga dalam keadaan tertentu mengikat dan menstabilkan hycenzenzyme D-CDK4 dan CDK6 cyclin. Fungsi-fungsi yang berbeda ini dapat diatur oleh jumlah dan status fosforilasi protein CIP/KIP. (Asghar et al., 2015; Fassl Anne, et all.,2022)
Aksis CDK4 dan CDK6-RB sangat penting dalam memasuki siklus sel; oleh karena itu tidaklah mengherankan bahwa sebagian besar kanker mengganggu axis tersebut sehingga terjadi proliferasi yang tidak terkendali Sebagian besar onkogen merangsang induksi p16INK4A sebagai titik utama dalam mengganggu regulasi proliferasi. Ekspresi yang berlebihan dari p16INK4A akan melibatkan pRB untuk menekan faktor pertumbuhan maupun progresi siklus sel, dan merangsang proses penuaan yang diperantarai onkogen. Proses penuaan yang diperantarai onkogen harus dicegah agar memungkinkan proliferasi onkogen lebih lanjut, yang terjadi melalui 2 prinsip penting pada tumor: hilangnya fungsi p16INK4A atau hilangnya fungsi pRB. Hilangnya fungsi p16INK4A juga akan melepaskan stres onkogenik melalui penekanan aktivitas CDK4 dan CDK6, sementara hilangnya fungsi pRB akan mengganggu regulasi jalur sinyal downstream dalam siklus sel. Bersamaan dengan model tersebut, pRB dibutuhkan untuk penghentian siklus sel  yang diperantarai oleh p16INK4A. Selain itu, tumor yang negatif-pRB juga mengekspresikan kadar p16INK4A yang suprafisiologis dan tidak sensitif dengan ekspresi tambahan p16INK4A akibat tidak adanya pRB. Mekanisme yang berbeda terjadinya deregulasi aksis CDK4 dan CDK6-RB merupakan aktivasi okogenik langsung dari aktivitas CDK4 atau CDK6. (Asghar et al., 2015; Fassl Anne, et all.,2022)

BAB III [bookmark: _Toc190894358]KERANGKA TEORI
[image: ]
[bookmark: _Toc178873745]Gambar 2. Kerangka teori
BAB IV [bookmark: _Toc190894359]KERANGKA KONSEP


4.1 [bookmark: _Toc190894360]KERANGKA KONSEP DAN IDENTIFIKASI KONSEP
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[bookmark: _Toc190894363]Keterangan :

[bookmark: _Toc190894364]                     	          Variabel bebas

[bookmark: _Toc190894365][bookmark: _Toc178873746]	Gambar       Variabel tergantung
 Kerangka konsep











BAB V [bookmark: _Toc190894366]METODE PENELITIAN
5.1 [bookmark: _Toc190894367]DESAIN PENELITIAN

Penelitian ini merupakan suatu penelitian cross sectional dengan menilai ekspresi CDK4, CDK6, HER2 pada karsinoma payudara invasif.
5.2 [bookmark: _Toc190894368]TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN

Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi Rumah Sakit Universitas Hasanuddin Makassar sejak bulan Agustus s/d Oktober 2024.
5.3 [bookmark: _Toc190894369]POPULASI PENELITIAN

Populasi penelitian ini adalah blok paraffin asal jaringan payudara yang dikirim ke Laboratorium Patologi Anatomi Rumah Sakit Universitas Hasanuddin, Laboratorium Patologi Anatomi RSUP Dr. Wahidin Sudirohosodo, dan Laboratorium Sentra Diagnostik Patologia Makassar yang didiagnosis sebagai karsinoma payudara invasif dan diwarnai dengan pemeriksaan immunohistokimia HER2.
5.4 [bookmark: _Toc190894370]SAMPEL DAN CARA PENGAMBILAN SAMPEL

Sampel adalah seluruh populasi terjangkau yang memenuhi kriteria inklusi berdasarkan urutan masuk jaringan ke Laboratorium Patologi Anatomi Rumah Sakit Universitas Hasanuddin, Laboratorium Patologi Anatomi RSUP Dr. Wahidin Sudirohosodo, dan Laboratorium Sentra Diagnostik Patologia Makassar dari Januari 2021 mundur ke belakang sampai jumlah sampel terpenuhi. Teknik pengambilan sampel dengan menggunakan teknik consecutive sampling
5.5 [bookmark: _Toc190894371]PERKIRAAN BESAR SAMPEL

Perkiraan besar sampel dihitung berdasarkan rumus sebagai berikut (categorical unpaired analytic):



[image: ]
Keterangan : 
N	= Jumlah sampel
Zα	= Tingkat kemaknaan 95% (1,96)
Zβ	= Power 80% (0,84)
P1	= Proporsi efek standar, dari pustaka (0,401)
P2	= Proporsi karsinoma payudara invasif (684.999x 5%) 
Q	= 1-P 
P 	= ½ (P1 + P2)

Perkiraan besar sampel minimal adalah 58 sampel.
5.6 [bookmark: _Toc190894372]KRITERIA INKLUSI DAN EKSKLUSI
5.6.1 [bookmark: _Toc190894373]KRITERIA INKLUSI

1. Jaringan asal tumor payudara yang diterima di Laboratorium Patologi Anatomi RSUP Dr. Wahidin Sudirohusodo dan  Laboratorium Patologi Anatomi RS Universitas Hasanuddin, yang terkirim dan didiagnosis oleh ahli patologi sebagai karsinoma payudara invasif yang telah diwarnai dengan immunohistokimia ER, PR, HER2, Ki67.
2. Blok parafin dari jaringan karsinoma payudara invasif kemudian diproses sesuai standar untuk pemeriksaan imunohistokimia CDK4 dan CDK6.
3. Pemeriksaan dan interpretasi hasil imunohistokimia CDK4 dan CDK6 dilakukan oleh peneliti dan dua orang ahli patologi.
5.6.2 [bookmark: _Toc190894374]KRITERIA EKSKLUSI

1. Jaringan asal tumor payudara yang sudah pernah dilakukan pemberian kemoterapi.
2. Sediaan blok parafin jaringan reseksi tumor karsinoma payudara invasif yang habis potong dan rusak saat diproses ulang untuk pemeriksaan imunohistokimia CDK4 dan CDK6.
5.7 [bookmark: _Toc190894375]CARA KERJA
5.7.1 [bookmark: _Toc190894376]ALOKASI SUBYEK

1. Mengumpulkan dan mengelompokkan seluruh sampel yang memenuhi syarat berdasarkan pemeriksaan histopatologi sebagai karsinoma payudara invasif yang sudah diwarnai dengan pemeriksaan immunohistokimia HER2.
2. Mengumpulkan seluruh sampel yang memenuhi syarat untuk diambil blok parafin sesuai urutan berdasarkan nomor registrasi kemudian membandingkan setiap kelompok tersebut berdasarkan skor ekspresi CDK4 DAN CDK6.
5.7.2 [bookmark: _Toc190894377]PROSEDUR PEWARNAAN IMUNOHISTOKIMIA

1. Jaringan dalam blok parafin dipotong dengan ukuran 4 um dan direkatkan  pada kaca objek poly-L-lysine dan kemudian dilakukan deparafinisasi.
2. Pewarnaan imunohistokimia menggunakan metode standar avidin-biotin peroksidase complex (ABC).
3. Slide yang belum diwarnai, diinkubasi dengan peroxidazed-1 selama 5 menit dalam suhu ruang, setelah itu dilanjutkan dengan prosedur standar ABC.
4. Pewarnaan imunohistokimia menggunakan antibodi poliklonal CDK4 concentrated dengan dilusi 1:50.dan CDK6 concentrated dengan dilusi 1:100.
5. Hasil pewarnaan imunohistokimia dievaluasi dengan menggunakan mikroskop cahaya oleh dua orang ahli patologi dan peneliti.
5.7.3 [bookmark: _Toc190894378]INTERPRETASI IMUNOHISTOKIMIA

	Ekspresi CDK4 adalah akumulasi protein pada sitoplasma, inti dan keduanya, yang dideteksi dengan metode imunohistokimia dan CDK6 adalah akumulasi protein pada sitoplasma yang dideteksi dengan metode imunohistokimia. Bila terekspresi positif, maka dengan menggunakan mikroskop cahaya akan tampak berwarna cokelat pada lokasi antigen yang akan dideteksi. Ekspresi dihitung menggunakan sistem skoring berdasarkan intensitas warna dan proporsi sel yang terwarnai.

5.8 [bookmark: _Toc190894379]DEFINISI OPERASIONAL DAN KRITERIA OBYEKTIK

1. Karsinoma payudara invasif adalah jaringan histopatologi lesi ganas epitel duktuli dan asini kelenjar mamma yang dinilai dengan pemeriksaan histopatologi, menggunakan pewarnaan HE dan sudah terdiagnosa sebagai karsinoma payuda invasive.
Kriteria ojektif : Lesi ganas epitel duktuli dan asini kelenjar mamma dengan inti atipik, pleomorfik, nukleoli prominen, tumbuh invasif ke stroma dan jaringan sekitar.
2. Grading histopatologi adalah penilaian semi-kuantitatif dengan metode “Elston and Ellis modification of the Scarff-Bloom-Richardson” untuk menilai derajat histologi pada tumor payudara: (Ellis,2012)
Kriteria objektif :
2. Bentukan kelenjar dan tubulus 	
· Bentukan kelenjar dominan (>75% massa tumor)  	: Skor 1
· Bentukan kelenjar sedang (10-75%)			: Skor 2
· Bentukan kelenjar sedikit/ tidak ada (<10%)		: Skor 3	
3. Pleomorfisme inti :
· Ukuran inti sel kecil-kecil dan seragam (monoton)	: Skor 1
· Ukuran inti sedikit lebih besar dan sedikit bervariasi	: Skor 2
· Ukuran inti sangat bervariasi				: Skor 3
4. Jumlah mitosis: (tergantung luas lapangan pandang mikroskop yang dipakai). Dengan menggunakan mikroskop  dengan lensa Objective 0,65 mm.
· Jumlah mitosis < 12					: Skor 1
· Jumlah mitosis 13-24					: Skor 2
· Jumlah mitosis > 25					: Skor 3

Interpretasi:
· Derajat 1  	: Total skor 3-5
· Derajat 2  	: Total skor 6-7
· Derajat 3	: Total skor 8-9
3. Ekspresi HER2 adalah akumulasi protein HER2 yang berwarna coklat pada membran sitoplasma sel yang dideteksi dengan metode imunohistokimia dan dilihat dengan menggunakan mikroskop cahaya. 
Kriteria ojektif : 
a. Ekspresi HER2 positif adalah sampel yang sudah dipemeriksa dan terlihat warna coklat dengan intensitas kuat (+3) dan intensitas sedang (+2) mengelilingi sempurna membran sitoplasma  pada >10% sel tumor.
b. Ekspresi HER2 negatif adalah sampel yang sudah dipemeriksa dan terlihat warna coklat dengan intensitas lemah dan tidak sempurna mengelilingi membran sitoplasma sel tumor >10 % (+1) dan hasil 0 jika tidak didapatkan warna coklat pada sitoplasma sel tumor.
4. Ekspresi CDK4 adalah akumulasi protein CDK4 pada sitoplasma dan/atau inti sel, atau keduanya yang dideteksi dengan metode imunohistokimia dan dilihat dengan menggunakan mikroskop cahaya. 
Kriteria objektif : 
1. Intensitas: 
0 = Tidak terwarna 
1 = Terwarnai lemah
2 = Sedang
3 = Kuat
2.   Proporsi area yang terwarna:
0 = Tidak ada sel tumor yang terwarnai (0%)
1 = Sel tumor terwarnai 1-10%
2 = Sel tumor terwarnai 11-50%
3 = Sel tumor terwarnai 51-80%
4 = Sel tumor terwarnai 81-100%
3. Immunoreactive Score
Immunoreactive Score (IR-Score) didapatkan dari hasil perkalian antara intensitas dengan proporsi area terwarnai, sebagai berikut:
IR-SCORE = Intensitas x Proporsi Area Terwarnai
Dengan nilai minimal 0 dan nilai maksimal 12
IR-Score kemudian dikategorikan menjadi 4 kelompok yakni:
- Negatif (skor 0-1)
- Lemah (skor 2-3)
- Sedang (skor 4-8)
- Kuat (skor 9-12)

	Interpretasi : 
· Positif : Jika IR- Score sedang dan kuat
· Negatif : Jika IR- Score negatif dan lemah
5. Ekspresi CDK6 adalah akumulasi protein CDK6  pada sitoplasma sel yang dideteksi dengan metode imunohistokimia. 
Kriteria objektif : 
5. Intensitas: 
0 = Tidak terwarna 
1 = Terwarnai lemah
2 = Sedang
3 = Kuat
6. Proporsi area yang terwarna:
0 = Tidak ada sel tumor yang terwarnai (0%)
1 = Sel tumor terwarnai 1-10%
2 = Sel tumor terwarnai 11-50%
3 = Sel tumor terwarnai 51-80%
4 = Sel tumor terwarnai 81-100%
7. Immunoreactive Score
Immunoreactive Score (IR-Score) didapatkan dari hasil perkalian antara intensitas dengan proporsi area terwarnai, sebagai berikut:
IR-SCORE = Intensitas x Proporsi Area Terwarnai
Dengan nilai minimal 0 dan nilai maksimal 12
IR-Score kemudian dikategorikan menjadi 4 kelompok yakni:
- Negatif (skor 0-1)
- Lemah (skor 2-3)
- Sedang (skor 4-8)
- Kuat (skor 9-12)
Interpretasi : 
· Positif : Jika IR- Score sedang dan kuat
· Negatif : Jika IR- Score negatif dan lemah

5.9 [bookmark: _Toc190894380]PENGOLAHAN DATA DAN ANALISA DATA

Semua data yang diperoleh dari hasil penelitian dicatat, kemudian dilakukan analisis yang sesuai tujuan dan jenis data, yaitu :
1. Analisa Univariat
Digunakan untuk mendeskripsi karakteristik data yang diperoleh, berupa distribusi frekuensi, rentangan dan nilai rata-rata yang disajikan dalam bentuk tabel.
2. Analisis Bivariat
a. Uji Chi Square digunakan untuk menilai hubungan antara variabel kategorik
b. Variabel numerik diuji dengan Mann Withney test dan Kruskal Wallis untuk menilai perbedaan skor Immunostening total antara 2 kelompok uji. 
3. Penilaian hasil uji hipotesis
· Tidak bermakna bila p >0,05 
· Bermakna bila p ≤0,05











5.10 [bookmark: _Toc190894381]ALUR PENELITIAN
 (
Pewarnaan imunohistokimia 
CDK4
Interpertasi hasil pewarnaan
 
oleh dua orang spesialis Patologi Anatomi
Pewarnaan imunohistokimia 
CDK
6
Pemotongan blok parafin dilanjutkan pewarnaan HE untuk menilai kriteria inklusi dan eksklusi sampel
Pengumpulan Blok Parafin sediaan
 karsinoma payudara invasive yang telah diperiksa dengan 
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5.11 [bookmark: _Toc190894382]PERSONALIA PENELITIAN
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BAB VI [bookmark: _Toc190894383]HASIL PENELITIAN DAN PEMBAHASAN 

Pada penelitian ini, sampel berupa blok paraffin dikumpulkan dari blok paraffin jaringan kanker payudara yang dikirim ke Laboratorium Patologi Anatomi RSUP Dr. Wahidin Sudirohusodo dan RS Universitas Hasanuddin dari 2021 hingga Desember 2023 dan didiagnosa sebagai kanker payudara invasif dengan pewarnaan Hematoxylin-Eosin (HE) dan telah memenuhi kriteria inklusi.
Total jumlah sampel yang terkumpul sebanyak 73 sampel terdiri dari kanker payudara invasif grade 1 sebanyak 5 sampel, kanker payudara invasif grade 2 sebanyak 43 sampel dan kanker payudara invasif grade 3 sebanyak 25 sampel
Penilaiaan hasil pemeriksaan imunohistokimia CDK4 dan CDK6 menggunakan sistem skoring semi-kuantitatif berdasarkan proporsi dan intensitas warna. Ekspresi CDK4 dilihat pada inti dan/atau sitoplasma sel tumor dan ekspresi CDK6 dilihat pada sitoplasma sel tumor dengan proporsi dan intensitas warna yang berbeda-beda. CDK4 terekspresi kuat bila terwarnai pada inti dan/atau sitoplasma sel tumor dengan intensitas tinggi yaitu warna coklat (Skor +3), terekspresi sedang bila terwarnai pada inti dan/atau sitoplasma sel tumor dengan intensitas sedang yaitu warna kuning (Skor +2), terekspresi lemah bila terwarnai pada secara samar pada inti dan/atau sitoplasma sel tumor (Skor +1) dan skor 0 jika warna basofilik (biru) pada inti dan/atau sitoplasma sel tumor. Sedangkan untuk CDK6 terekspresi kuat bila terwarnai pada sitoplasma sel tumor dengan intensitas tinggi yaitu warna coklat (Skor +3), terekspresi sedang bila terwarnai pada sitoplasma sel tumor dengan intensitas sedang yaitu warna kuning (Skor +2), terekspresi lemah bila terwarnai pada secara samar pada sitoplasma sel tumor (Skor +1), dan skor 0 jika warna basofilik (biru) pada sitoplasma sel tumor..






Contoh penilaian ekspresi CDK4 untuk masing-masing intensitas warna ditunjukkan pada gambar 11 dibawah ini.
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[bookmark: _Toc178873747]Gambar 11. Ekspresi CDK4 pada Kanker Payudara Invasif.
A.Terwarnai kuat (Obj 10x); B.Terwarnai kuat (Obj 40x); C. Terwarnai sedang (Obj 10x); D. Terwarnai sedang (Obj 40x); E. Terwarnai lemah (Obj 10x); F. Terwarnai lemah (Obj 40x); G. Tidak terwarnai (Obj 10x); H. Tidak terwarnai (Obj 40x)



Contoh penilaian ekspresi CDK6 untuk masing-masing intensitas warna ditunjukkan pada gambar 12 dibawah ini.
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[bookmark: _Toc178873748] (
H
)Gambar 12. Ekspresi CDK6 pada Kanker Payudara Invasif.
A.Terwarnai kuat (Obj 10x); B.Terwarnai kuat (Obj 40x); C. Terwarnai sedang (Obj 10x); D. Terwarnai sedang (Obj 40x); E. Terwarnai lemah (Obj 10x); F. Terwarnai lemah (Obj 40x); G. Tidak terwarnai (Obj 10x); H. Tidak terwarnai (Obj 40x)



6.1 [bookmark: _Toc190894384]KARAKTERISTIK SAMPEL

[bookmark: _Hlk179806490]Penelitian ini menggunakan sampel blok parafin kasus karsinoma payudara invasive sebanyak 73 blok yang tersebar dalam tiga derajat atau grading histopatologi yaitu grade 1, 2 dan 3. Masing-masing sebanyak 5 sampel untuk grade 1, 43 sampel untuk grade 2 dan grade 3 sebanyak 25 sampel. Adapun karakteristik umum sampel penelitian ini antara lain umur pasien, pemeriksaan HER2, ER, PR, dan Ki67 dan satu-persatu disajikan dalam bentuk tabel dan penjelasan tabel sebagai berikut :        
[bookmark: _Toc178874450]Tabel 3. Karakteristik umum sampel penelitian
	Karakteristik Sampel
	n
	%

	Usia
	
	

	       ≥50 tahun 
	37
	50,7

	        <50 tahun
	36
	49,3

	Grading Karsinoma Payudara invasive
	
	

	Grade 1
	5
	6,8

	Grade 2
	43
	58,9

	Grade 3
	25
	34,2

	HER2
	 
	 

	      Positif
	30
	41,1

	      Negatif
	43
	58,9

	ER
	
	

	      Positif
	61
	83,6

	      Negatif
	12
	16,4

	PR
	
	

	      Positif
	50
	68,5

	      Negatif
	23
	31,5

	Ki67
	
	

	      Low
	38
	52,1

	      High
	35
	47,9



[bookmark: _Hlk179806767]Tabel di atas menunjukkan karakteristik umum populasi sampel penelitian. Untuk kriteria usia didominasi oleh usia di atas 50 tahun yaitu sebanyak sejumlah 37 sampel (50,7 %).  sedangkan yang berusia di bawah 50 tahun terdapat 36 sampel (49,3 %), Usia di atas 50 tahun merupakan faktor risiko untuk terjadinya kanker payudara. (Kementerian Kesehatan.,2018)
Untuk grading, berdasarkan tabel  di atas menunjukkan jumlah grading terbanyak adalah grade 2 sebanyak 43 sampel (58,8%) dan jumlah terbanyak kedua adalah grade 3 dengan jumlah 25 sampel (34,2%), dan hanya sedikit yang grade 1 (6,8%). Hal ini menunjukkan bahwa karsinoma payudara umumnya datang pada stadium yang sudah lanjut. Hal ini sesuai dengan penelitian yang lain yang menyebutkan bahwa pasien dengan kanker payudara umumnya datang memeriksakan diri setelah penyakitnya berada pada stadium yang lanjut. (Kementerian Kesehatan.,2018)
Pemeriksaan HER2 dari populasi sampel didapatkan sebanyak 30 sampel dengan HER2 positif (41,1 %). Populasi sampel dengan HER2 negatif sebanyak 43 sampel (58,9%). Untuk pemeriksaan ER dari populasi sampel didapatkan sebanyak 61 sampel dengan ER positif (83,6 %) sedangkan sampel dengan ER negatif sebanyak 12 sampel (16,4 %). Sedangkan untuk pemeriksaan PR didapatkan sebanyak 50 sampel dengan PR positif (68,5 %) sedangkan sampel dengan PR negatif sebanyak 23 sampel (31,5 %). Selanjutnya pada tabel di atas juga disajikan pemeriksaan Ki67. Dengan jumlah sample dengan pemeriksaan Ki67 high sebanyak  35 sampel (47,9%) dan  Ki67 low sebayak 38 (52,1%).

6.2 [bookmark: _Toc190894385]ANALISIS EKSPRESI CDK4 DAN CDK6 PADA INTI DAN SITOPLASMA

Analisis data ekspresi CDK4 dan CDK6 dalam bentuk kategori pada 73 sampel karsinoma payudara invasif dapat dilihat pada Tabel 4 di bawah ini.
Pada tabel 4 dan diagram Venn berikut dapat dinilai jumlah  pada inti dan sitoplasma berbeda, baik pada CDK4 maupun CDK6. Secara keseluruhan dari total 73 sampel yang kami periksa. Ekspresi CDK4 terwarnai 62 sampel (84,9 %) dan semuanya terwarnai di sitoplasma, sedangkan yang tidak terwarnai sebanyak 11 sampel (15,1%). Dari 62 sampel (84,9 %) yang terwarnai tersebut, 57 sampel (78,1%) juga terwarnai di inti.



[bookmark: _Toc178874451]Tabel 4. Ekspresi CDK4 dan CDK6 pada inti dan sitoplasma
	 
	 
	CDK4
	 
	CDK6
	 

	 
	 
	n
	%
	n
	%

	Terwarnai
	Ya
	62
	84.9
	66
	90.4

	 
	Tidak
	11
	15.1
	7
	9.6

	Inti
	Ya
	57
	78.1
	3
	4.1

	 
	Tidak
	16
	21.9
	70
	95.9

	Sitoplasma 
& Inti
	Ya
	62
	84.9
	66
	90.4

	 
	Tidak
	11
	15.1
	7
	9.6

	Jumlah
	73
	100.0
	73
	100.0


 (
73
Sitoplasma
Inti
57
5
11
)











Gambar 13. Diagram Venn ekspresi CDK4 pada inti dan sitoplasma

Pada tabel di atas kita juga dapat menilai jumlah  ekspresi CDK6 pada inti dan sitoplasma berbeda. Dari 73 sampel yang diperiksa, ekspresi CDK6 yang terwarnai 66 sampel (90,4 %) semuanya terwarnai di sitoplasma dan yang tidak terwarnai sebanyak 7 sampel (9,6%). Dan dari 66 sampel yang terwarnai tersebut, terdapst 3 sampel (4,1%) yang juga terwarnai di inti.

6.3 [bookmark: _Toc190894386] ANALISIS INTENSITAS DAN PROPORSI EKSPRESI CDK4 DAN CDK6 PADA SEL TUMOR PASIEN DENGAN KANKER PAYUDA INVASIF

Pada tabel 5 dapat dinilai intensitas CDK4 dan CDK6 yang dibagi kedalam kategori lemah, sedang dan kuat. Secara keseluruhan dari total 73 sampel yang kami periksa untuk CDK4, terwarnai sebanyak 62 sampel (84,9%), sedangkan yang tidak terwarnai sebanyak 11 sampel (15,1%). CDK4 dengan intensitas lemah terdapat 24 sampel (32,9%), CDK4 dengan intensitas sedang terdapat 16 sampel (21,9%), sedangkan CDK4 dengan intensitas kuat terdapat 22 sampel (30,1%). 

[bookmark: _Toc178874452][bookmark: _Hlk182564949]Tabel 5. Analisis Intensitas dan Proporsi Ekspresi CDK4 dan CDK6 pada sel tumor pasien dengan Kanker payuda invasif
	 
	 
	CDK4
	 
	CDK6
	 

	 
	 
	n
	%
	N
	%

	Intensitas
	Tidak
	11
	15.1
	7
	9.6

	
	Lemah
	24
	32.9
	24
	32.9

	
	Sedang
	16
	21.9
	24
	32.9

	
	Kuat
	22
	30.1
	18
	24.7

	Proporsi
	0
	11
	15.1
	7
	9.6

	
	1-10
	6
	8.2
	3
	4.1

	
	11-50
	16
	21.9
	18
	24.7

	
	51 - 80
	23
	31.5
	24
	32.9

	
	81 - 100
	17
	23.3
	21
	28.8

	Jumlah
	73
	100.0
	73
	100.0



[bookmark: _Hlk182565021]Untuk menilai intensitas  CDK6 pada tabel di atas, untuk CDK6 terwarnai sebanyak 66 sampel (90,4 %), sedangkan yang tidak terwarnai sebanyak 7 sampel (9,6%). Intensitas lemah CDK6 sebanyak 24 sampel (32,9 %). Intensitas sedang sebanyak 24 sampel (32,9 %). sedangkan intensitas kuat sebanyak 18 sampel (24,7%). 
Pada tabel di atas juga dapat dinilai proporsi CDK4 dan CDK6 yang dibagi kedalam skor 1, 2, 3 dan 4. Dimana skor 1 jika terwarnai pada 1-10% sel tumor, skor 2 jika terwarnai pada 11-50% sel tumor, skor 3 jika terwarnai pada 51-80% sel tumor dan skor 4 jika terwarnai pada 81-100%. Secara keseluruhan dari total 73 sampel yang kami periksa untuk CDK4, terwarnai sebanyak 62 sampel (84,9%), sedangkan yang tidak terwarnai sebanyak 11 sampel (15,1%). Proporsi CDK4 dengan skor 1 terdapat 6 sampel (8,2%), proporsi CDK4 dengan skor 2 terdapat 16 sampel (21,9%), proporsi CDK4 dengan skor 3 terdapat 23 sampel (31,5%),  sedangkan proporsi CDK4 dengan skor 4 terdapat 17 sampel (23,3%). 
Untuk proporsi CDK6 pada tabel di atas dapat dilihat untuk CDK6 terwarnai sebanyak 66 sampel (90,4 %), sedangkan yang tidak terwarnai sebanyak 7 sampel (9,6%). Dimana didapatkan proporsi CDK6 dengan skor 1 terdapat 3 sampel (4,1%), proporsi CDK6 dengan skor 2 terdapat 18 sampel (24,7%), proporsi CDK6 dengan skor 3 terdapat 24 sampel (32,9%),  sedangkan proporsi CDK6 dengan skor 4 terdapat 21 sampel (28,8%). 
6.4 [bookmark: _Toc190894387]ANALISIS HUBUNGAN EKSPRESI CDK4 DENGAN GRADING KARSINOMA PAYUDARA INVASIF 

Data hasil penelitian disajikan secara kualitatif dengan menggunakan ekspresi  Immunostaining CDK4. Kemudian, data status ekspresi dinyatakan sebagai ekspresi negatif dan ekspresi positif. Dimana grading dibagi menjadi tiga grading, yaitu grade 1, grade 2 dan grade 3, seperti pada tabel di atas.

[bookmark: _Toc178874453]Tabel 6. Hubungan Ekspresi CDK4 dengan grading Karsinoma Payudara Invasif
	 
	Grade
	Nilai p

	
	Grade 1
	Grade 2
	Grade 3
	

	CDK4_IR
	Positif
	n
	2
	22
	15
	0.642

	
	
	%
	40.0%
	51.2%
	60.0%
	

	
	Negatif
	n
	3
	21
	10
	

	
	
	%
	60.0%
	48.8%
	40.0%
	

	Jumlah
	n
	5
	43
	25
	 

	
	%
	100.0%
	100.0%
	100.0%
	 


Uji Chi-Square

Tabel tersebut memperlihatkan 73 sampel karsinoma payudara invasif . Pada grade 1 terdapat 2 sampel (40,0%) positif CDK4 dan 3 sampel (60,0%) yang negatif CDK4. Pada grade 2 terdapat 22 sampel (51,2%) positif CDK4 dan 21 sampel (48,8%) yang negatif CDK4. Pada grade 3 terdapat 15 sampel (60,0%) positif CDK4 dan 10 sampel (40,0%) yang negatif CDK4. Berdasarkan analisis statistik menggunakan uji Chi-Square pada tabel di atas menunjukkan tidak terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi CDK4 dengan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif  (p=0.642). Meskipun demikian, terdapat kecenderungan kepositifan CDK4 pada grading yang intermediate dan tinggi (grade 2 =51,2 % dan grade 3 = 60,0%) dibandingkan grade yang rendah (grade 1= 40,0%).
6.5 [bookmark: _Toc190894388]ANALISIS HUBUNGAN EKSPRESI CDK6 DENGAN GRADING KARSINOMA PAYUDARA INVASIF

Data hasil penelitian disajikan secara kualitatif dengan menggunakan ekspresi  Immunostaining CDK6. Kemudian, data status ekspresi dinyatakan sebagai ekspresi negatif dan ekspresi positif. Dimana grading dibagi menjadi tiga grading, yaitu grade 1, grade 2 dan grade 3, seperti pada tabel di bawah.
Tabel berikut memperlihatkan 73 sampel karsinoma payudara invasif . Pada grade 1 terdapat 2 sampel (40,0%) positif CDK6 dan 3 sampel (60,0%) yang negatif CDK6. Pada grade 2 terdapat 23 sampel (53,5%) positif CDK6 dan 20 sampel (46,5%) yang negatif CDK6. Pada grade 3 terdapat 18 sampel (72,0%) positif CDK6 dan 7 sampel (28,0%) yang negatif CDK6. Berdasarkan analisis statistik menggunakan uji Chi-Square pada tabel berikut menunjukkan tidak terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi CDK6 dengan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif  (p=0.220). Meskipun demikian, terdapat kecenderungan kepositifan CDK6 pada grading yang intermediate dan tinggi (grade 2 = 53,5% dan grade 3= 72,0%) dibandingkan grade yang rendah (grade 1= 40,0%)
[bookmark: _Toc178874454] Tabel 7. Hubungan Ekspresi CDK6 dengan grading Karsinoma Payudara Invasif.
	 
	Grade
	Nilai p

	
	Grade 1
	Grade 2
	Grade 3
	

	CDK6_IR
	Positif
	n
	2
	23
	18
	0.220

	
	
	%
	40.0%
	53.5%
	72.0%
	

	
	Negatif
	n
	3
	20
	7
	

	
	
	%
	60.0%
	46.5%
	28.0%
	

	Jumlah
	n
	5
	43
	25
	 

	
	%
	100.0%
	100.0%
	100.0%
	 


    Uji Chi-Sq


6.6 [bookmark: _Toc190894389]ANALISIS HUBUNGAN EKSPRESI HER2 DENGAN GRADING KARSINOMA PAYUDARA INVASIF

Data hasil penelitian disajikan secara kualitatif dengan menggunakan ekspresi  Immunostaining HER2. Kemudian, data status ekspresi dinyatakan sebagai ekspresi negatif dan ekspresi positif. Dimana grading dibagi menjadi tiga grading, yaitu grade 1, grade 2 dan grade 3, seperti pada tabel 8.
Tabel berikut memperlihatkan 73 sampel karsinoma payudara invasif . Pada grade 1 terdapat 1 sampel (20,0%) positif HER2 dan 4 sampel (80,0%) yang negatif HER2. Pada grade 2 terdapat 20 sampel (46,5%) positif HER2 dan 23 sampel (53,5%) yang negatif HER2. Pada grade 3 terdapat 9 sampel (36,0%) positif HER2 dan 16 sampel (64,0%) yang negatif HER2. Berdasarkan analisis statistik menggunakan uji Chi-Square pada tabel berikut menunjukkan tidak terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi HER2 dengan grading histopatologi pada karsinoma payudara invasif  (p=0.426). 

Tabel 8. Hubungan Ekspresi HER2 dengan grading Karsinoma Payudara Invasif.
	HER2
	Grade
	Nilai p

	
	Grade 1
	Grade 2
	Grade 3
	

	Positif
	n
	1
	20
	9
	0.426

	
	%
	20.0%
	46.5%
	36.0%
	

	Negatif
	n
	4
	23
	16
	

	
	%
	80.0%
	53.5%
	64.0%
	

	Jumlah
	n
	5
	43
	25
	 

	
	%
	100.0%
	100.0%
	100.0%
	 


       Uji Chi-Squer

6.7 [bookmark: _Toc190894390]ANALISIS HUBUNGAN EKSPRESI CDK4 DENGAN HER2 PADA KARSINOMA PAYUDARA INVASIF 

Data hasil penelitian disajikan secara kualitatif dengan menggunakan ekspresi  Immunostaining CDK4. Kemudian data status ekspresi CDK4 dinyatakan sebagai ekspresi positif dan negatif dan ekspresi HER2 dibagi menjadi ekspersi positif dan negatif seperti pada tabel 9.
Tabel berikut memperlihatkan 73 sampel karsinoma payudara invasif. Pada HER2 positif terdapat CDK4 positif sebanyak 18 sampel (60,0%) dan CDK4 negatif sebanyak 12 sampel (40,0%). Sedangkan pada HER2 negatif  terdapat 21 sampel (48,8%) CDK4 positif dan 22 sampel (51,2%) CDK4 negatif. Berdasarkan analisis statistik menggunakan uji Chi-Square pada tabel berikut, tidak terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi CDK4 dengan HER2 pada karsinoma payudara invasif  (p=0.483).

[bookmark: _Toc178874455]Tabel 9. Hubungan Ekspresi CDK4 dengan HER2 pada Karsinoma Payudara Invasif.
	 
	HER2
	Nilai p

	
	Positif
	Negatif
	

	CDK4_IR
	Positif
	n
	18
	21
	0.483

	
	
	%
	60.0%
	48.8%
	

	
	Negatif
	n
	12
	22
	

	
	
	%
	40.0%
	51.2%
	

	Jumlah
	n
	30
	43
	 

	
	%
	100.0%
	100.0%
	 


           Uji Chi-Squer

6.8 [bookmark: _Toc190894391]ANALISIS HUBUNGAN EKSPRESI CDK6 DENGAN HER2 PADA KARSINOMA PAYUDARA INVASIF

[bookmark: _Toc178874456]Data hasil penelitian disajikan secara kualitatif dengan menggunakan ekspresi  Immunostaining CDK6. Kemudian data status ekspresi CDK6 dinyatakan sebagai ekspresi positif dan negatif dan ekspresi HER2 dibagi menjadi ekspersi positif dan negatif seperti pada tabel 10.
Tabel berikut memperlihatkan 73 sampel karsinoma payudara invasif. Pada HER2 positif terdapat CDK6 positif sebanyak 20 sampel (66,7%) dan CDK6 negatif sebanyak 10 sampel (33,3%). Sedangkan pada HER2 negatif  terdapat 23 sampel (53,5%) CDK6 positif dan 20 sampel (46,5%) CDK6 negatif. Berdasarkan analisis statistik menggunakan uji Chi-Square pada tabel berikut, tidak terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi CDK6 dengan HER2 pada karsinoma payudara invasif  (p=0.377).
[bookmark: _Hlk177401499][bookmark: _Toc173094059]
Tabel 10. Hubungan Ekspresi CDK6 dengan HER2 pada Karsinoma Payudara Invasif.
	 
	HER2
	Nilai p

	
	Positif
	Negatif
	

	CDK6_IR
	Positif
	n
	20
	23
	0.377

	
	
	%
	66.7%
	53.5%
	

	
	Negatif
	n
	10
	20
	

	
	
	%
	33.3%
	46.5%
	

	Jumlah
	n
	30
	43
	 

	
	%
	100.0%
	100.0%
	 


      Uji Chi-Squer


































PEMBAHASAN

[bookmark: _Hlk182567161]Penelitian ini menggunakan total 73 sampel kanker payudara invasif dengan rentang usia penderita kurang dari 50 tahun dan diatas 50 tahun. Dari penelitian ini didapatkan data yang hampir sama jumlahnya antara kedua rentang usia (Tabel 3). Namun dari data ini didapatkan kecenderungan risiko kanker payudara di atas usia lebih dari 50 tahun. Hal ini sesuai dengan studi epidemiologi yang menyebutkan bahwa kasus kanker payudara lebih banyak  terjadi pada penderita berusia lebih dari 50 tahun dibandingkan penderita yang berusia kurang dari 50 tahun. Faktor risiko yang erat kaitannya dengan peningkatan insiden kanker payudara antara lain jenis kelamin wanita, usia > 50 tahun, riwayat keluarga dan genetik (Pembawa mutasi BRCA1, BRCA2, ATM atau TP53), riwayat penyakit payudara sebelumnya (DCIS pada payudara yang sama, LCIS, densitas tinggi pada mammografi), riwayat menstruasi dini (55 tahun), riwayat reproduksi (tidak memiliki anak dan tidak menyusui), hormonal, obesitas, konsumsi alkohol, riwayat radiasi dinding dada, dan faktor lingkungan (Kementerian Kesehatan, 2018).
Pada penelitian kami didapatkan lebih banyak kanker dengan ER maupun PR positif  dibandingkan dengan ER atau PR negatif, demikian halnya dengan HER2 negatif lebih banyak dibandingkan dengan HER2 postif. Hal ini sejalan dengan laporan yang dikeluarkan oleh National cancer institute pada tahun 2024 yang diperkirakan akan ada 310.720 kasus baru kanker payudara perempuan dengan subtipe kanker payudara HR+/HER2- yang paling umum. Angka ini enam kali lebih banyak dari angka kanker payudara dengan HR-/Her2- yakni sebesar 13,6 dan angka kanker payudara HR+/HER2+ sebesar 12,4, dan lebih dari 17 kali lipat lebih tinggi daripada angka kanker payudara HR-/HER2+ sebesar 5,1 (National Cancer institute., 2024).
[bookmark: _Hlk180577025][bookmark: _Hlk180577035]Pada penelitian ini kami menggunakan metode pemeriksaan imunohistokimia  untuk mengidentifikasi ekspresi CDK4 dan CDK6 pada jaringan kanker payuda invasif  dan diperoleh ekspresi CDK4 dan CDK6 yang bervariasi pada sitoplasma dan/ atau  inti, atau keduanya pada sel tumor. Table 4 juga menunjukkan bahwa mayoritas sampel (84.9%) menunjukkan ekspresi CDK4 di inti maupun  sitoplsma. Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Ziegler dkk yang menyebutkan bahwa lokasi CDK4 berada di inti maupun sitoplasma, bahkan bisa ditemukan di mitokondria maupun membran plasma dari berbagai jenis sel. Dari beberapa penelitian yang dilakukan sebelumnya, CDK4 berkontribusi pada sel kanker melalui regulasi glikolisis, tetapi masih belum diketahui mekanisme molekuler yang mendasari keterlibatan CDK4 dalam proses ini (Ziegler dkk., 2023). Sedangkan untuk ekspresi pada CDK6 juga cukup tinggi, terutama di sitoplasma (90.4%). Temuan ini mengindikasikan bahwa baik CDK4 maupun CDK6 secara umum diekspresikan pada tingkat yang cukup tinggi pada sampel tumor yang diteliti. Hal ini mendukung peran penting kedua protein ini dalam perkembangan dan progresivitas kanker payudara invasif. 
Pada penelitian yang dilakukan oleh Bockstaele dkk menyebutkan bahwa CDK4 dan CDK6 mengintegrasikan kaskade pensinyalan mitogenik dan onkogenik pada siklus sel. Aktivasi mereka membutuhkan pengikatan ke siklin D (baik D1,D2, maupun D3) dengan fosforilasi residu treonin (Thr) yang terletak di T-loop (Bockstaele, et all., 2009). Pada CDK4, fosforilasi ini terjadi pada Thr172 (Baker Stacey J,et all; 2022). Sedangkan pada CDK6 fosforilasi ini terjadi di Thr177 sehingga pada saat terjadi aktivitas fosforilasi pada T loop, CDK4 akan berikatan denga Thr172 dan CDK6 berikatan dengan  Thr177 dan inilah yang memungkinkan mengapa tidak semua ekspresi CDK4 dan CDK6 sama, yakni pada CDK4 bisa terekspresi sedangkan pada CDK6 tidak terekspresi, begitu pula sebaliknya. Pada penelitian mereka juga menyebutkan bahwa fosforilasi T172 dan T177 yang mengaktifkan CDK4 dan CDK6 jarang diselidiki pada sel utuh karena kurangnya alat metodologis. Penelitian tersebut menggunakan elektroforesis gel dua dimensi (2D) (pemfokusan isoelektrik dan elektroforesis gel natrium dodecyl sul-fate-polyacrylamide [SDS-PAGE]) untuk memisahkan bentuk CDK4 yang difosforilasi dan tidak terfosforilasi yang dikombinasikan dengan mutagenesis dan karakterisasi produksi percontohan pertama antibodi CDK4 spesifik T172. Mereka mengidentifikasi fosforilasi T172 dari CDK4 yang terikat siklin D sebagai target penting dari berbagai faktor mitogenik atau antimitogenik ekstraselular dan kaskade pensinyalan untuk menentukan aktivitas CDK4, fosforilasi pRb, dan perkembangan siklus sel (Bockstaele., 2009; Baker Stacey, 2022).
Penelitian yang dilakukan Tadesse Salomon, et al menyebutkan bahwa selektivitas untuk CDK6 dibandingkan CDK4 memiliki kesamaan yang banyak. Pertama, CDK6 berbagi 70% identitas urutan asam amino dengan CDK4 sangat mirip secara struktural. Kedua, karena kurangnya struktur kristal CDK4 yang terikat pada ligan, elemen struktural yang berkontribusi pada selektivitas dan potensi CDK4 masih harus dipelajari lebih lanjut. Kemampuan dari struktur kristal yang ada pada monomer CDK4 direkayasa sehingga kemungkinan CDK4 wild type itu berbeda. Untuk mendapatkan pemahaman yang lebih baik tentang perbedaan pengikatan inhibitor (selektivitas) antara CDK4 dan CDK6, sangat penting untuk menentukan struktur kompleks ligan CDK4 (Tadesse et al., 2015).
Sampai saat ini,  pada fase  G1 siklus sel dalam kaitannya dengan kompleks CDK/ Siklin D  yang paling banyak dipelajari adalah RB, yang difosforilasi pada siklus sel, dimana RB ini dihipofosforilasi pada saat tidak aktif (diam) dan terhiperfosforilasi  oleh CDK4 dan CDK6 selama pertengahan hingga akhir fase G1. Bentuk hipofosforilasi pRB berasosiasi dengan beberapa protein seluler, dan fosforilasinya menghasilkan pemisahan RB dari pengikatnya, salah satu protein tersebut adalah faktor transkripsi E2F-1, yang mengaktifkan transkripsi gen yang diperlukan untuk perkembangan fase S (Baker., 2022, Kim Sungsoo, 2022).
Penelitian yang dilakukan oleh Solomon Tadesse, et al juga menuliskan bahwa lokasi CDK6 telah terbukti berada di sitoplasma di banyak sel. Tapi, pada sel T, ada kompleks CDK6/ siklin D di sitoplasma dan nukleus. Dan hanya fraksi yang di inti yang menunjukkan aktivitas kinase. Kohrt et al berpendapat bahwa distribusi simultan dari CDK6 di nukleus/ inti dan sitoplasma penting bagi protein untuk mengkoordinasikan perannya dalam pembelahan dan differensiasi sel (Tadesse et al., 2015).
Kemudian dilakukan analisis perbedaan ekspresi CDK4 dan CDK6 dengan  membandingkan nilai skor immunostaining total antar kelompok  karsinoma payudara invasif dengan grading histopatologi antar kelompok karsinoma payudara invasif grade 1, grade 2 dan grade 3, Data penelitian ini menunjukkan tidak ada hubungan yang bermakna antara ekspresi CDK4 maupun CDK6 dengan grading  histopatologi karsinoma payudara invasif (p=0.642 dan (p=0.220) sesuai dengan tabel 6 dan tabel 7. Meskipun demikian, terdapat kecenderungan kepositifan CDK4 dan CDK6 pada grading histopatologi yang intermediate dan tinggi (grade 2 dan grade 3) dibandingkan grade yang rendah (grade 1)
Kecenderungan kepositifan CDK4 dan CDK6 berdasarkan grading histopatologi  ini sama dengan penelitian yang dilakukan oleh peneliti-peneliti lainnya, dimana pada kanker payudara dengan grading histopatologi yang tinggi terjadi pertumbuhan sel kanker yang cepat sebagai akibat dari proliferasi sel yang semakin tinggi.  Hal ini Telah diakui dengan baik bahwa tingkat ekspresi CDK4 dan CDK6 secara signifikan lebih tinggi pada banyak tumor.  CDK4 dan CDK6 yang diekspresikan secara berlebihan meningkatkan konversi G1/S melalui fosforilasi Rb secara langsung dan tidak langsung (dengan merangsang CDK2), memfasilitasi tumorigenesis pada berbagai kanker. CDK4 dan CDK6 sangat penting untuk pertumbuhan tumor (Ouyang et al). 
Sebelum memasuki siklus sel dan memulai replikasi DNA, sel harus melewati fase G1 ke fase S melalui check point yang ketat (Malumbres et al., 2009). Transisi fase G1 ke fase S dimulai pada awal G1 ketika terjadi keseimbangan antara stimulasi mitogenik (melalui aktivasi reseptor faktor pertumbuhan/ GFR) dan penghambatnya, sehingga memicu peningkatan kadar siklin tipe-D (Dl, D2, dan D3). Siklin tipe-D berikatan dengan CDK4 atau CDK6, dan kompleks siklin-CDK kemudian memasuki nukleus di mana mereka difosforilasi oleh kompleks CDK-activating kinase (CAK). Pada gilirannya, kompleks CDK4 dan CDK6 yang diaktifkan memfosforilasi protein penekan tumor retinoblastoma (RB). Fosforilasi RB oleh CDK4 dan CDK6 sebagian menekan aktivitas keluarga faktor transkripsi E2F (Weintraub SJ et al., 1995), sehingga memfasilitasi ekspresi gen target E2F termasuk untuk siklin tipe E (siklin E1 dan E2). Cyclin E kemudian mengikat dan mengaktifkan CDK2, yang hiperfosforilasi terhadap RB. Peningkatan ekspresi gen target E2F sangat penting untuk inisiasi sintesis DNA dan masuk ke fase S (Malumbres et al.,2009, Weintraub SJ et al., 1995, Hiebert SW et al.,1992, Harbour JW et al., 1999). Pada siklus sel "alternatif", transisi G1-S dapat difasilitasi oleh CDK4 dan CDK6 atau CDK2 yang bertindak sendiri atau bersama. Dengan demikian, fosforilasi RB yang dimediasi CDK4 dan CDK6 kemungkinan bukan prasyarat mutlak untuk aktivasi CDK2 (O’ Leary B et al., 2016).
Penelitian lain menunjukkan bahwa CDK4 memainkan peran penting dalam mengendalikan perkembangan sel kanker, sedangkan peran CDK6 pada kanker payudara invasif relatif terbatas. CDK4 dan CDK6 adalah regulator siklus sel utama dan memainkan peran penting dalam perkembangan kanker, terutama pada kanker payudara (Kwapisz D., 2017, Yousuf Mohd et all., 2022). Kinase ini membentuk kompleks dengan siklin D dan memfosforilasi protein retinoblastoma (Rb), mendorong perkembangan siklus sel dari fase G1 ke S (Kwapisz D.,2017, Glaviano A, et al., 2024). Faktanya, jalur cyclin D-CDK4/6-INK4-Rb sering mengalami disregulasi pada kanker payudara, yang berkontribusi pada proliferasi sel yang tidak terkendali dan resistensi terhadap  terapi ( Kwapisz D.,2017; Migliaccio I., 2014).
Ekspresi CDK4 ditemukan secara signifikan terkait dengan prognosis yang buruk dan perilaku tumor yang agresif dalam beberapa penelitian. Pada karsinoma nasofaring, kadar CDK4 yang tinggi berkorelasi dengan staging tumor yang lanjut, serta hasil kelangsungan hidup yang lebih buruk (Chen TJ et al., 2014). Demikian pula, pada osteosarkoma, peningkatan ekspresi CDK4 dikaitkan dengan potensi metastasis dan prognosis yang buruk (Zhou Y et al., 2018).  Namun, hasil yang kontradiktif diamati secara khusus untuk kanker payudara. Satu studi menemukan tidak ada perbedaan yang signifikan dalam kadar serum CDK4 dan CDK6 antara pasien kanker payudara dan kontrol, atau di antara subtipe kanker payudara yang berbeda (Al-Owaidi D, et al., 2020). Studi lain melaporkan bahwa ekspresi nuklear dan sitoplasma yang rendah dari CDK5 (kinase terkait) dikaitkan dengan kelangsungan hidup spesifik kanker payudara yang lebih pendek dan gambaran klinikopatologi yang lebih buruk (Saidy B et al., 2020).
Penelitian lainya menyajikan temuan yang bervariasi mengenai hubungan antara ekspresi CDK4 dan CDK6 dan faktor klinikopatologi pada karsinoma payudara invasif. Al-Owaidi, et al melaporkan tidak ada perbedaan yang signifikan dalam konsentrasi CDK4 dan CDK6 antara pasien kanker payudara dan kelompok kontrol, atau di antara subtipe kanker payudara (P > 0,05) (Al-Owaidi D., 2020). Penelitian ini hanya menemukan korelasi positif yang lemah antara konsentrasi CDK4 dan CDK6, tanpa korelasi dengan usia atau faktor klinikopatologis lainnya. Sebaliknya, penelitian Wang et al, meskipun berfokus pada kanker kandung kemih, menemukan bahwa peningkatan ekspresi CDK6 secara signifikan berkorelasi dengan stadium kanker (P = 0,026 untuk sitoplasma dan P = 0,006 untuk ekspresi nuklir) (Wang S et al., 2012). Meskipun tidak secara langsung sebanding dengan kanker payudara, hal ini menunjukkan bahwa CDK6 mungkin berperan dalam perkembangan kanker.
Pada tabel 8 menunjukkan ekspresi HER2 yang dinilai secara kuantitatif dengan  membandingkan nilai Skor Immunostaining Total antar kelompok  karsinoma payudara invasif dengan grading histopatologi antar kelompok karsinoma payudara invasif grade 1, grade 2 dan grade 3, dimana secara statistik menunjukkan tidak ada hubungan yang bermakna antara ekspresi HER2 dengan grading  histopatologi karsinoma payudara invasif (p=0.426).
Kanker payudara yang mengalami overekspresi HER2  sebagai akibat dari amplifikasi gan ERBB2  memiliki prognosis yang jelek tetapi baik untuk pemberian target terapi HER2 (Whittemore Melissa K et al., 2022). Hal ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Ginter SP, et al, bahwa ekspresi  HER2 umumnya sangat bersesuaian dengan jeleknya progosis. Dimana berdasarkan nottingham grading system menyebutkan bahwa grading 3 memilki progosis yang lebih jelek, sehingga penelitian kami tidak sejalan dengan penelitian ini (Ginter SP, et al, 2020).
Pada penelitian ini kami juga menilai ekspresi CDK4 dan CDK6 dengan HER2 pada penderita kanker payudara invasif dan hasilnya tidak terdapat hubungan  antara CDK4  dan CDK6 dengan HER2. Hal ini bisa disebabkan oleh beberapa faktor biologis dan molekuler yang memengaruhi interaksi CDK4 dan CDK6 dengan HER2 serta jalur pensinyalan yang terjadi. Jalur pensinyalan yang diaktifkan oleh HER2 sering kali menyebabkan proliferasi sel yang tidak bergantung pada aktivitas CDK4 dan CDK6. Sebagai contoh, penyimpangan pada jalur lain, seperti yang melibatkan c-Myc, dapat mendorong resistensi terhadap penghambat CDK4 dan CDK6, yang menunjukkan bahwa tumor dapat mengandalkan mekanisme alternatif untuk pertumbuhan dan kelangsungan hidup yang tidak melibatkan CDK4 dan CDK6 (Shanabag A et all., 2025; Zhang C et al., 2024). Pada pengamatan klinis juga menunjukkan bahwa adanya ekspresi HER2-rendah tidak secara signifikan mempengaruhi hasil klinis ketika diobati dengan penghambat CDK4 dan CDK6. Hal ini menunjukkan bahwa meskipun HER2 dapat meningkatkan aktivitas CDK4 dan CDK6, hal ini tidak serta merta memengaruhi kemanjuran pengobatan yang menargetkan  CDK4 dan CDK6 (Shao Y et al., 2022; Önder T et al., 2022).
Penelitian yang dilakukan oleh Sinclair William D menunjukkan hasil yang berbeda. Penelitian yang dilakukan pada kanker payudara invasif terhadap 130 sampel yang diteliti, terdapat 77 kasus dengan HER2 positif dan 53 kasus HER2 negatif dan didapatkan hasil yang signifikan pada HER2 positif  dibandingkan pada HER2 negatif yang dihubungkan dengan gen pRb.  Penelitian mereka menunjukkan bahwa protein siklin D1 berperan penting dalam perkembangan kanker payudara invasif yang disebabkan oleh gen HER2. Siklin D1 mengaktifkan enzim CDK4, yang sangat dibutuhkan untuk pertumbuhan sel kanker payudara. Pada pasien kanker payudara dengan HER2 positif didapatkan kadar protein pRb lebih tinggi. Protein pRb diaktifkan oleh enzim CDK4 dan CDK6 yang menunjukkan bahwa aktivitas enzim CDK4 dan CDK66 lebih tinggi pada kanker payudara dengan HER2+, dimana semakin tinggi kadar protein pRb, mengindikasikan bahwa semakin banyak salinan gen HER2 sehingga semakin aktif enzim CDK4 dan CDK6 (Sinclair et al., 2022; Kim Sungsoo, et al., 2022).
[bookmark: CDK4/6i_in_combination_with_immunotherap]Penilaian lain yang dilakukan oleh Wang Xueqing et al meyebutkan bahwa CDK4 dan CDK6 yang diposisikan di hilir jalur pensinyalan HER2. Penelitian ini juga menunjukkan bahwa HER2 secara signifikan meningkatkan aktivitas CDK4 dan CDK6 melalui fosforilasi Rb (pRb) pada kanker payudara HER2+ (Wang et al., 2024). Hal ini sejalan juga dengan penelitian yang dilakukan oleh Sullivan Ciara et all yang menghubungkan inhibitor CDK4 dan CDK6 dengan HER2 menyebutkan bahwa CDK4 dan 6 adalah enzim yang sangat penting dalam proses pertumbuhan sel kanker payudara HER2 positif. Enzim ini bekerja terhadap HER2 dan terlibat dalam banyak mekanisme yang membuat sel kanker tahan terhadap obat. Dengan memblokir CDK4 dan CDK6, maka pertumbuhan sel kanker dapat dihentikan  dan efektivitas pengobatan meningkat (O’Sullivan et al., 2019).
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7.1 [bookmark: _Toc173094063][bookmark: _Toc190894393] KESIMPULAN

1. Tidak terdapat hubungan antara ekspresi CDK4, CDK6 dan HER2 dengan grading histopatologi.
2. Tidak terdapat hubungan antara ekspresi CDK4 dan CDK6 dengan ekspresi HER2 pada kanker payudara invasif.
7.2 [bookmark: _Toc173094064][bookmark: _Toc190894394][bookmark: _Toc69559240] SARAN
1. Perlu dilakukan studi tambahan untuk melihat apakah ada hubungan antara CDK4 dan CDK6  dengan CDK2 serta PRb pada penderita karsinoma payudara invasif. Karena keempat komponen tersebut erat kaitannya dalam terjadinya kanker.
2. Sebaiknya digunakan sampel yang lebih banyak untuk melihat apakah kemaknaan antara CDK4 dan CDK6 berhubungan dengan grading histopatologi penderita kanker payudara, sehingga dapat dipertimbangkan untuk pemberian target terapi.











[bookmark: _Toc178499753][bookmark: _Toc190894395]DAFTAR PUSTAKA


Al-Owaidi D, Algazally M, Alawaad A. Correlation of serum concentration cyclin-dependent kinase 4 and cyclin-dependent kinase 6 with breast cancer in Babylon province. Med J Babylon. 2020;17(2):199. 
Asghar, U., Agnieszka K., Witkiewicz A., Turner N., & Erik S. Knudsen. (2015). The history and future of targeting cyclin-dependent kinases in cancer therapys. Nat Rev Drug Discov; 14(2): 130-146. doi:10.1038/nrd4504  
Baker Stacey J, Paulikakos Poulikos I, Irie Hanna Y, Prekh  Samir,Rendy E. Premkumar, CDK4: a master regulator of the cell cycle and its role in cancer, Ganes and Cancer, Vol 13; 2022
Bockstaele, L., Bisteau, X., Paternot, S., & Roger, P. P. (2009). Differential Regulation of Cyclin-Dependent Kinase 4 (CDK4) and CDK6, Evidence that CDK4 Might Not Be Activated by CDK7, and Design of a CDK6 Activating Mutation. Molecular and Cellular Biology, 29(15), 4188–4200. https://doi.org/10.1128/mcb.01823-08
Chen TJ, Lee YY, Li CF. P210 Cyclin-dependent kinase 4 overexpression confers an independent prognosticator of nasopharyngeal carcinoma. European Journal of Cancer. 2014 May;50:e68. 
Cocco Emiliano, Lopez Salvatore, Santin Alesandro, Scaltriti Maurizio. Prevalence and role of HER2 mutations in cancer. Pharmacol Ther. July 2019 ; 199: 188–196. doi:10.1016/j.pharmthera.2019.03.010. 2019
Collins, L. C. (2018) ‘Breast’, in Goldblum, J. R. et al. (eds) Rosai and Ackerman’s Surgical Pathology. 11th edn. Philadelphia: Elsevier, pp. 1434–1529.
Coussens L, Yang-Feng TL, Liao YC, Chen E, Gray A, McGrath J, et al. (December 1985). Tyrosine kinase receptor with extensive homology to EGF receptor shares chromosomal location with neu oncogene. Science. 230 (4730): 1132–1139. 
Debarati, D. and Jihe, Z. (2013) ‘The Role of Chemokine Receptors CXCR4 in Breast Cancer Metastasis’ , Review Article, pp. 46–57.
Fassl Anne, et all. CDK4 and CDK6 kinases: from basic science to cancer therapy. Science. 2022 January 14; 375(6577): eabc1495. doi:10.1126/science.abc1495.
Ghafouri-Fard S, Khoshbakht T, Hussen BM, et al. A review on the role of cyclin dependent kinases in cancers. Cancer Cell International. 2022;22(1). doi:10.1186/s12935-022-02747-z
Ginter Paula S, et al. Histologic Grading of Breast Carcinoma: A Multi-Institution Study of Interobserver Variation Using Virtual Microscopy. National Library of Medicine, Mod Pathol. 2020 Oct 19;34(4):701–709. doi: 10.1038/s41379-020-00698-2
Glaviano A, Wander SA, Baird RD, Yap KCH, Lam HY, Toi M, et al. Mechanisms of sensitivity and resistance to CDK4/CDK6 inhibitors in hormone receptor-positive breast cancer treatment. Drug Resistance Updates. 2024 Sep;76:101103. 
Globocan. (2020) ‘Breast Cancer – The Global Cancer Observatory’.
Goel Shom, et all. CDK4/6 inhibition in cancer: beyond cell cycle arrest. Trends Cell Biol. 2018 November ; 28(11): 911–925. doi:10.1016/j.tcb.2018.07.002.
Harbour JW et al. Cdk phosphorylation triggers sequential intramolecular interactions that progressively block Rb functions as cells move through G1. Cell 98 (6), 859–69. 1999; PubMed: 10499802
Hiebert SW et al. The interaction of RB with E2F coincides with an inhibition of the transcriptional activity of E2F. Genes Dev 6 (2), 177–85. 1992; PubMed: 1531329 
Hsu JL, Hung MC (2016). The role of HER2, EGFR, and other receptor tyrosine kinases in breast cancer. Cancer and Metastasis Reviews. 35 (4): 575–588. doi:10.1007/s10555-016-9649-6. PMC 5215954. PMID 27913999.
Iqbal Nida, Iqbal Naveed (2014). Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) in Cancers: Overexpression and Therapeutic Implications Reviews journal. Hindawi Publishing Corporation Molecular Biology International. Volume 2014, Article ID 852748, 9 pages. http://dx.doi.org/10.1155/2014/852748
Juric, Viktorija. & Brona Murphy. (2019). Cyclin-dependent kinase inhibitors in brain cancer: current state and future directions. Journal of Cancer Drug Resist 3:48-62 http://dx.doi.org/10.20517/cdr.2019.105
Kementerian kesehatan (2018). Keputusan menteri kesehatan republik indonesia nomor hk.01.07/menkes/414/2018 tentang pedoman nasional pelayanan kedokteran tata laksana kanker payudara.
Kim Sungsoo, CDK4/6 initiates Rb inactivation and CDK2 activity coordinates cell cycle commitment andG1/S transitio. Scientifc Reports. 2022; 12:16810. https://doi.org/10.1038/s41598-022-20769-5
Kumar, Abbas, Aster. et al.  (2018) ‘The Breast’ , in Susan, C.L. (eds). Robbin and Cotran Pathologic Basis of Disease. 9th edn. Philadelphia: Elsevier, pp.1051–1056.
Kwapisz D. Cyclin-dependent kinase 4/6 inhibitors in breast cancer: palbociclib, ribociclib, and abemaciclib. Breast Cancer Res Treat. 2017 Nov;166(1):41–54. 
Malumbres Marcos. (2014) ‘Cyclin dependent Kinases’, Protein Family Review. Available at: http://genomebilogy.com/2014/15/6/122 
Migliaccio I, Di Leo A, Malorni L. Cyclin-dependent kinase 4/6 inhibitors in breast cancer therapy. Current Opinion in Oncology. 2014 Nov;26(6):568–75. 
O’Leary B et al. Treating cancer with selective CDK4/6 inhibitors. 2016; Nat Rev Clin Oncol 13 (7), 417–30. [PubMed: 27030077]
O’Sullivan Ciara C, Suman Vera J. Goetz Matthew P., The emerging role of CDK4/6i in HER2-positive breast cancer. Therapeutic Advances in Medical Oncology. Vol 11: 1-10, 2019. 2019, Vol. 11: 1–10 DOI: 10.1177/ 1758835919887665
Önder T, Ateş Ö, Öner İ, Karaçin C. Relationship between HER2-low status and efficacy of CDK4/6 inhibitors in advanced breast cancer: a real-world study. International Journal of Clinical Oncology [Internet]. 2024 Apr 30;29(7):972–84. Available from: https://doi.org/10.1007/s10147-024-02528-w
Ouyang Zhuqing, Qi Jiating, Targeting CDK4/6 for Anticancer Therapy. Encyclopedia.pub. Subjects: Biology:Cell Biology: Biochemistry & Molecular Biology
Podoll,  Mirna B and Reisenbichler ES, Stains & CD markers HER2 (c-erbB2) breast. (Last update 2023). Available at: https://www.pathologyoutlines.com/topic/stainsbreastHER2.html
Rahman, M. and Mohammed, S. (2015) ‘Breast cancer metastasis and the lymphatic system (Review)’, Oncology Letters, 10(3), pp. 1233–1239. doi: 10.3892/ol.2015.3486.
Rakha, E., Allison, K., Bu, H., et al. (2019) ‘Invasive Breast Carcinoma of No Special Type’, in Lokuhetty, D. et al. (eds) WHO Classification of Tumours Breast Tumours. 5th ed. France: International Agency for Pesearch on Cancer (lABC), pp. 102–109.
Rakha, E., Allison, K., Ellis, I. et al. (2019) ‘Invasive Breast Carcinoma: General Overview’, in Lokuhetty, D. et al. (eds) WHO Classification of Tumours Breast Tumours. 5th edn. France: International Agency for Pesearch on Cancer (lABC), pp. 82–101.
Roy V, Perez EA (November 2009). Beyond trastuzumab: small molecule tyrosine kinase inhibitors in HER-2-positive breast cancer. (https://doi.org/10.1634%2Ftheoncologist.2009-0 142). The Oncologist. 14 (11): 1061–1069. doi:10.1634/theoncologist.2009-0142 
Saidy B, Rakha EA, Green AR, Ellis IO, Martin SG, Storr SJ. Retrospective assessment of cyclin‐dependent kinase 5 mRNA and protein expression and its association with patient survival in breast cancer. J Cellular Molecular Medi. 2020 Jun;24(11):6263–71. 
Salomon Tadesse, Yu Mingfeng, Kumarasiri Malika, Le Bich Thuy, Wang Shudong, Targeting CDK6 in cancer: State of the art and new insights. Tylor and Francis group,LLC : Cell Cycle, Vol 14 issue 20; Oktober 2015.
Shanabag A, Armand J, Son E, Yang HW. Targeting CDK4/6 in breast cancer. Experimental & Molecular Medicine [Internet]. 2025 Feb 10; Available from: https://doi.org/10.1038/s12276-025-01395-3
Shao Y, Luo Z, Yu Y, Chen Q, He Y, Liu C, et al. HER2-low expression does not affect the clinical outcomes of metastatic breast cancer treated with CDK4/6 inhibitor: A real-world study. Frontiers in Endocrinology [Internet]. 2022 Aug 18;13. Available from: https://doi.org/10.3389/fendo.2022.1000704
Sinclair William D, Cui Xiaoyan, The Effects of HER2 on CDK4/6 Activity in Breast Cancer, Clinical Breast Cancer, Vol 22, Issue 3, April 2022.  https://doi.org/10.1016/j.clbc.2021.08.007
Wang G, Zheng L, Yu Z, Liao G, Lu L, Xu R, et al. Increased cyclin-dependent kinase 6 expression in bladder cancer. Oncology Letters. 2012 Jul;4(1):43–6. 
Wang Xueqing, Zhao Shanshan,  Xin Qinghan, Zhang Yunkun, Wang Kainan, Li Man, Recent progress of CDK4/6 inhibitors’ current practice in breast cancer. Cancer gane therapy, Vol 31: 1283–1291; 2024)
Wayan, S.  and Wayan, P. S. Y. (2013) ‘C-X-C Receptor 4 (CXCR4) Metastasis Kanker Payudara’ , pp. 126 –131. doi: 10.24293/ijcpml.v19i2.1068.Wikipedia, HER2.Available at: https://en.wikipedia.org/wiki/HER2
Weintraub SJ et al. Mechanism of active transcriptional repression by the retinoblastoma protein. Nature 375 (6534), 812–5. 1995; PubMed: 7596417
World Health Organization. Clasification of Tumour of The Eye and Orbit. Fifth Edition Vol 13. 2023
Yousuf Mohd, Alam M, Shamsi A, Khan P, Hasan GM, Rizwanul Haque QM, et al. Structure-guided design and development of cyclin-dependent kinase 4/6 inhibitors: A review on therapeutic implications. International Journal of Biological Macromolecules. 2022 Oct;218:394–408. 
Zhang C, Zhou F, Zou J, Fang Y, Liu Y, Li L, et al. Clinical considerations of CDK4/6 inhibitors in HER2 positive breast cancer. Frontiers in Oncology [Internet]. 2024 Jan 16;13. Available from: https://doi.org/10.3389/fonc.2023.1322078
Zhou Y, Shen JK, Yu Z, Hornicek FJ, Kan Q, Duan Z. Expression and therapeutic implications of cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) in osteosarcoma. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease. 2018 May;1864(5):1573–82. 
Ziegler DV, Parashar K, Fajas L. Beyond cell cycle regulation: The pleiotropic function of CDK4 in cancer. Seminars in Cancer Biology [Internet]. 2023 Dec 20;98:51–63. Available from: https://doi.org/10.1016/j.semcancer.2023.12.002








image3.png
AAMX044753432 —
- AR





image4.png




image5.png
Large
ducts

;

Collecting duct
Lactferous sinus
Segmental duct
Subsegmental duct

Terminal duct-fobular

unit





image6.png
Germine BRCA2

mutations

TP53 mutations

Germiine

ER NEGATIVE PATHWAYS

amplifcation

Atypical apocrine adenosis

PIK3CA
mutations

INVASIVE CANCER

Germine BRCA{
mutations.

TP53
mutations.

BRCA1
Inactivation

HER2 Positive
(20% of cancers)

“HER2.
enriched”

ER negative
HER? negative.
(15% of cancers)

*Basal-llke"





image7.png
Differentiation

Dediferentiation property

Molecular subtype

CSCs and

Mammary epithelial cell Genetic
hierarchy (call of origin) events differentiation Ll
- (clinical)
Mesenchymal
tumour cells
Mesenchymal a
csc ;
Claudin-low
©] s st |
MasC Bipotent ez ||
/ 1 csc HER2+: 6-22% - |
/Eaial-lika
Myoepithelial  Common luminal . Epithelial [ TNBC: &0%
h b ERWNER2-: 10%
progenitor progenitor ’ OSC\,TRZ'“ o
Luminal ERBB2 (HER2)-enriched
B ===
(ER+/ER-) TNBC: 9%

Myospithelial
calls

%8 §

Alveolar Ductal cells
calls (ER-) (ER+/ER-)

Luminal B
[ENMERQ» m}
HERa+, 8%
TNEC: 15,

Luminal A
[Enmsaz- lm}

Epithelial
tumour
calls

HER2+: 7%
TNBC: 2%





image8.png
HER, MET, FGFR,
RTKS “i6e 1R vearr e tlgand





image9.jpeg
Nottingham Grading Examples: Tubule Formation
Majority (>75%) = Score of 1 Moderate (10-75%) = Score of 2 Little or none (<10%) =

® o O o ® m @ @




image10.png
k| Barom X | @

C @ tumourclassification.iarc.who.int/V

Nottingham Grading Examples: Nuclear Pleomorphism

Moderate increase in
Normal* size + variability = Score of 2 Marked variation = Score of 3

T
’

Moderate increase in
regular uniform = Score of 1 size + variability = Score of 2 Marked variation = Score of 3





image11.png
O | B Google Transiate X | [ 3316BRAINCANCER TERAPLpdf X | | - x

G @ File | E/Proposalku/REFERENSI/3316BRAINCANCER%20TERAPI.pdf @ Y5 = 3

Juric et al. Cancer Drug Resist 2020;3:48-62 | http://dx.doi.org/10.20517/cdr.2019.105 Page 51

Table 1. Most extensively studied CDKs and their known physiological roles

CDKs __Cyclin partner(s) Cellular functions Ref.
CDK1 CyclinA, BT DNA structure checkpoints during late G2 and the spindie assembly checkpoint during mitosis [44,45]
CDK2  CyclinA Control of G1-S phase of cell cycle (DNA replication) [44,45]
Cyclin E1, E2 Rb/E2F transcription [44,45]
CDK3  CyclinC Control of interphase NHEJ-mediated DNA damage repair [46]
CDK4  CyclinD Control of G1 phase of cell cycle Rb/E2F transcription 1471
CDK5  p35,p39, Cyclin|  Senescence, post-mitotic neurons [52-54]
CDK6  CyclinD Control of G1 phase of cell cycle Rb/E2F transcription [501
CDK7  CyclinH CAK RNAP Il transcription (initiation to elongation) [55-57]
CDK8  CyclinC RNAP Il transcription (transcriptional repressor) [58,59]
CDK9  CyclinT1,T2a, T2b RNAP Il transcription [60,61]
Cyclink DNA damage response [62]
CDKI0  CyclinT G2/M transition, suppression of Ets2 transactivation domain [61,63]
CDKI__ CyclinL G2/M transition, RNA processing [48,49]

Gl: growth phase; S: DNA synthesis; G2: second growth phase; M: mitosis; CDKs: cyclin-dependent kinases; Rb: retinoblastoma protein;
NHEJ: non-homologous end joining; RNAP II: RNA polymerase II; CAK: cdk-activating kinase; E2F: E2 transcription factor; Ets2: E26
transformation-specific transcription factor 2

homologues of CDK1 were identified in human cells"". Unsurprisingly, the cell-cycle process is strictly
controlled to ensure successful cell division. Cyclin-dependent kinases tightly regulate progression
through the G1 (growth phase), S (DNA synthesis), G2 (second growth phase) and M (mitosis) phases of >
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