EKSPRESI VEGF-A DAN REAKSI DESMOPLASIA SEBAGAI
FAKTOR POTENSIAL PROGRESIVITAS PADA PASIEN KANKER
KOLOREKTAL USIA MUDA

TESIS

ADITYAWATI GANGGAISWARI
NPM 0706170886

UNIVERSITAS INDONESIA
FAKULTAS KEDOKTERAN
PROGRAM STUDI ILMU BIOMEDIK
KEKHUSUSAN ONKOLOGI
JAKARTA
JUNI 2009

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



HALAMAN PERNYATAAN ORISINALITAS

Tesis ini adalah hasil karya sendiri,
dan semua sumber baik yang dikutip maupun dirujuk

telah saya nyatakan dengan benar.

Nama : Adityawati Ganggaiswari

NPM : 0706170880

Tanda Tangan :

Tanggal + 23 Juni 2009

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



HALAMAN PENGESAHAN

Tesis ini diajukan oleh

Nama : Adityawati Ganggaiswari

NPM : 0706170886

Program Studi : Ilmu Biomedik Kekhususan Onkologi

Judul Tesis . Ekspresi VEGF-A dan Reaksi Desmoplasia sebagai

Faktor potensial progresivitas pada pasien kanker
kolorektal usia muda

Telah berhasil dipertahankan di hadapan Dewan Penguji dan diterima sebagai
bagian persyaratan yang diperlukan untuk memperoleh gelar Magister Biomedik
pada Program Studi Ilmu Biomedik Kekhususan Onkologi Fakultas Kedokteran,
Universitas Indonesia

DEWAN PENGUJI

Pembimbing I : Prof. dr. Siti Boedina Kresno, SpPK (K) 4 (/\}3,,

Pembimbing II : dr. Ening Krisnuhoni, SpPA (K) (Q\XJ“ . i”

Penguji I : DR.dr. Aru W, Sudoyo, SpPD, KHOM, FACP  ( )
Penguji 11 : Dr.rer.nat.Dra. Asmarinah, MS { A . )}
Penguji 11 : dr. Nurjati Chaerani Siregar, SpPA(K), PhD ( )

Ditetapkan di : Jakarta
Tanggal : 23 Juni 2009

Kepua Program Studi Magister Iimu Biomedik
i i
2 VW I
._______...--‘

Dr.rer.physiol.dr.Septelia Inawati Wanandi

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



KATA PENGANTAR

Segala puji dan syukur saya panjatkan kehadirat Allah SWT, karena hanya atas
berkah dan karunia-Nya maka penulis dapat menyelesaikan penelitian dan penulisan ini.
Salam dan shalawat saya sampaikan kepada junjungan kita Nabi Muhammad SAW, yang
telah menyampaikan ajaran dan tuntunan berakhlak mulia, yang menjadi suri tauladan
bagi kita semua.

Tesis ini dilaksanakan sebagai salah satu syarat untuk menyelesaikan studi
Program Magister Ilmu Biomedik dalam Tesis yang berjudul Ekspresi VEGF dan
Reaksi Desmoplasia sebagai faktor Potensial Progresivitas pada pasien kanker
kolorektal usia muda.

Keseluruhan pendidikan program studi yang saya jalani, mulai dari perkuliahan,
bimbingan kekhususan, penelitian sampai penyusunan dan penulisan tesis ini tidak
mungkin terlaksana tanpa bantuan dan dorongan dari berbagai pihak. Dalam kesempatan
ini, izinkan saya menyampaikan ucapan tertma kasth yang setulusnya terutama kepada :

1. Dr. dr. Ratna Sitompul, Sp.M (K) sebagai dekan FKUI dan Prof. dr. Menaldi
Rasmin Sp.P (K), FCCP sebagai Dekan periode 2004-2008 yang menerima saya
sebagai mahasiswa biomedik .

2. Dr. rer. physiol.dr. Septelia Inawati W sebagai Ketua Program Studi Magister
Ilmu Biomedik yang telah memberikan pengajaran dan pengarahan selama saya
menjalankan pendidikan.

3. Prof. dr. Siti Boedina Kresno, SpPK (K) sebagai Ketua Kekhususan Onkologi,
Ketua IV PP Yayasan Kanker Indonesia, yang sekaligus juga sebagai
pembimbing dalam penelitian dan penulisan tesis saya. Beliau selalu dengan sabar
membimbing, mengarahkan dan memberikan dukungan kepada saya, Terimakasih
yang tak terhingga saya haturkan atas semua bimbingan, koreksi, arahan dan
dukungan yang diberikan dari sejak awal saya mengikuti pendidikan.

4. Ny. Karlinah Umar Wirahadikusumah, Ketua Pembina Yayasan Kanker Indonesia
beserta seluruh Pembina YKI, Ny. Sri Murti Ali Said, Ny. Suyetty Wardhanto,
Ny. T. Satrio Sasono, DR. dr. FA. Moeloek, SpOG, yang sejak awal memberikan
dorongan semangat dan dukungan yang besar kepada saya serta memberikan

bantuan sebagian dana untuk menjalani pendidikan ini.

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



10.

Ny. Adiati Arifin M Siregar, Ketua Umum Yayasan Kanker Indonesia, yang sejak
awal selalu memberikan dukungan dan perhatian yang besar selama saya
mengikuti pendidikan ini serta telah memberikan bantuan dana untuk penejitian
ini.

DR. dr. Aida Suriadiredja, SpKK (K) sebagai Sekretaris Kekhususan Onkologi
yang ditengah kesibukan beliau selalu bersedia membantu dan mengingatkan saya
akan banyak hal selama dalam pendidikan.

dr. Endang Sri Roostini Hardjolukito, SpPA (K), Ketua Departemen Patologi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, dosen, yang telah
mengizinkan dan memberikan kesempatan kepada saya untuk melaksanakan
penelitian di departemen PA hingga selesai.

dr. Ening Krisnuhoni, SpPA (K), dosen, pembimbing dalam penelitian dan tesis
ini. Ditengah kesibukan beliau, beliau selalu dengan sabar dan lemah lembut
menyempatkan untuk membimbing, mengarahkan dan mendukung saya hingga
penelitian ini selesai. Terima kasih yang tak terhingga saya sampaikan atas waktu,
bimbingan dan dukungan yang diberikan selama ini.

DR. dr. Aru W. Sudoyo, SpPD, KHOM, FACP, sebagai dosen, anggota bidang
Pelayanan Sosial PP Yayasan Kanker Indonesia, yang semenjak awal sebelum
saya mulait mengikuti pendidikan ini, kepada beliau lah saya selalu berkonsultasi
dan mohon pendapat. Ditengah kesibukan beliau yang begitu padat, beliau masih
menyempatkan waktu untuk memberikan bimbingan, arahan dan dukungan terus
menerus hingga penelitian dan tesis saya selesai. Terima kasih yang tak terhingga
saya sampaikan atas waktu dan dukungan serta perhatian yang diberikan selama
ini.

Dr. Maryantoro Oemardi, SpPD, KEMD, yang selama ini telah banyak
memberikan bimbingan dan pengarahan terutama dalam bidang statistik semenjak
proposal hingga penelitian dan tesis ini selesai. Terima kasih tak terhingga saya

sampaikan atas waktu, bimbingan serta dukungan terus menerus yang diberikan.

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



1.

12.

13.

14.

15.

16.

dr. Melissa S. Luwia, MHA dan dr. Sumarjati Arjoso, SKM, Ketua II dan Ketua
III PP YKI, yang sejak awal telah memberikan dukungan kepada saya untuk
mengikuti pendidikan ini. Terima kasih atas dukungan dan pengertian yang
diberikan selama ini.

dr. Utari Drijatsiwi, Kepala Klinik Deteksi Dini YKI, sejawat, teman, sahabat,
kakak, yang selama saya mengikuti pendidikan, beliau telah banyak membantu
meringankan pekerjaan saya di YKI dan selalu memberikan semangat.

Seluruh Guru dan staf di Departemen Patologi Anatomi FKUI, dr. Dyah Rini
Handjari, SpPA, yang telah banyak membantu saya ditengah kesibukan beliau,
terutama dalam memilihkan sampel-sampel penelitian. Dra. Ria Kodaria, MS,
Kepala Laboratorium Imunolpatologi, yang telah membantu secara administratif
dari sejak awal saya akan mulai penelitian saya. Mbak Upik Sri Widianingsih,
Pak Dedi Rushadi, Pak Udin Ichwanudin, mas Pahang Prihanto dan mas Eko
Prapujianto, yang telah selalu bersedia membantu saya dalam mencarikan sampel-
sampel, mencarikan blok-blok parafin jaringan, membantu memotong blok-blok
parafin menjadi sediaan unstainned dan membantu saya setiap kali saya mewarnai
slide-slide dengan pewarnaan rutin maupun imunchistokimia. Terima kasih yang
tak terhingga saya sampaikan atas semua perhatian dan bantuan yang diberikan
serta suasana bekerja yang selala menyenangkan.

Seluruh teman-teman seangkatan selama pendidikan biomedik terutama
kekhususan onkologi, semoga hubungan pribadi, keakraban, saling mengingatkan,
membantu, menunjang, kebersamaan yang tidak mengenal batas usia yang terbina
selama ini dapat dilanjutkan terus.

Kepada seluruh staf sekretariat program studi magister biomedik, pak Dani, pak
Zacky dan mbak Ella di sekretariat FKUI, dan mbak Tika di sekretariat
kekhususan onkologi di RS Kanker Dharmais, terima kasih atas semua
bantuannya terutama dalam melaksanakan semua proses-proses administrasi,
perkuliahan dan seminar-seminar serta ujian-ujian dan penulisan tesis hingga
semua berjalan lancar.

Penghormatan dan terimakasih yang tiada tara kepada guru-guru saya yang telah

mengajarkan berbagai ilmu kepada saya sejak Taman Kanak-kanak hingga

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



17.

18.

19.

20.

21

perguruan tinggi termasuk program magister ini, baik dari FKUI/RSCM maupun
dari RS Kanker Dharmais.

Bapak H. Wachjoe Pienandoro, SH dan Ibu Hj. Siti Koestinah, kedua orang tua
yang sangat saya cintai, yang telah membesarkan dan mendidik saya dengan
penuh kasih sayang dengan cintanya yang tanpa batas. Beliau berdua selalu
menekankan bahwa belajar itu tidak ada batasnya, dan selalu mendorong putra
putrinya untuk mengikuti pendidikan setinggi-tingginya. Matur nuwun yang tak
terhingga saya haturkan atas cinta dan perhatian serta dukungan selama ini
terutama dalam saya mengikuti pendidikan.

Bapak PKT Parengkuan dan Ibu Frieda Elvire Mooyman, bapak dan ibu mertua
tercinta, saya sampaikan rasa hormat dan terima kasih untuk segala perhatian,
dukungan serta cinta kasih yang diberikan selama ini.

Suamiku tercinta, John TC Parengkuan, yang selama saya menjalani pendidikan
selalu memberikan semangat, dorongan serta pengertian dan toleransi yang sangat
besar, hingga saya dapat menyelesaikan pendidikan ini. Terima kasih atas
kesabaran dan pengertian serta cinta yang selalu diberikan selama ini. Kepada
anak-anakku tersayang, Michael Sean Fathony dan Arique Helmi Basili, kalian
adalah mutiara-mutiara mama, yang merupakan pelita, sumber inspirasi dan
kebahagian mama, yang selalu menjadi penyemangat mama untuk segera
menyelesaikan pendidikan ini. Maafkan mama untuk banyak kehilangan waktu
dalam membimbing kalian.

Adik-adik ku tersayang, Wachdanya Thoersina Argeswara, BM beserta istri, dra.
Tika Prihastianti Bisono, dan Salsabilla Fithreswari, BSc beserta suami, Helmi
Rizal Zamzami, BSc, terima kasih untuk selalu memberikan dukungan moril dan

semangat yang tak pernah putus.

. Serta semua pihak yang telah membantu penelitian dan penyusunan tesis ini, yang

tidak dapat disebutkan satu persatu.
Semoga semua kebatkan yang telah diberikan senantiasa mendapat

balasan dari Allah SWT. Dengan segala kerendahan hati saya menyadari bahwa
tidak ada karya yang sempurna selain Maha Karya-Nya. Oleh karena itu kepada

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



segenap pembaca karya kecil ini, saya menghaturkan penghargaan dan ucapan

terima kasih serta tidak menutup mata untuk koreksinya.

Jakarta, 23 Juni 2009

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



HALAMAN PERNYATAAN PERSETUJUAN PUBLIKASI
TUGAS AKHIR UNTUK KEPENTINGAN AKADEMIS

Sebagai sivitas akademik Universitas Indonesia, saya yang bertanda tangan di bawah ini:

Nama : Adityawati Ganggaiswari
NPM : 0706170886

Program Studi : Pasca Sarjana llmu Biomedik
Departemen : Onkologi

Fakultas : Kedokteran

Jenis Karya : Tesis

Demi pengembangan ilmu pengetahuan, menyetujui untuk membernikan kepada
Universitas Indonesia Hak Bebas Royalti Noneksklusif (Non-exclusive Royalty-Free
Right) atas karya ilmiah saya yang berjudul:

Ekspresi VEGF dan Reaksi Desmoplasia sebagai faktor potensial progresivitas pada
pasien kanker kolorektal usia muda

beserta perangkat yang ada (jika diperlukan). Dengan Hak Bebas Royalti Noneksklusif
ini Universitas Indonesia berhak menyimpan, mengalih media/formatkan, mengelola
dalam bentuk pangkalan data (database), merawat, dan mempublikasikan tugas akhir
saya tanpa meminta izin dari saya selama tetap mencantumkan nama saya sebagai
penulis/pencipta dan sebagai pemilik Hak Cipta.

Demikian pernyataan ini saya buat dengan sebenarnya.

Dibuat di : Jakarta
Pada tanggal : 23 Juni 2009

Yang Menyatakan

- £

( Adityawati Ganggaiswart }

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



ABSTRAK

Nama : Adityawati Ganggaiswari
Program Studi : lmu Biomedik kekhususan Onkologi
Judul : Ekspresi VEGF-A dan Reaksi Desmoplastik sebagai

Faktor Potensial Progresivitas pada pasien kanker
kolorektal usia muda

Latar belakang :

Beberapa data dari luar negri menunjukkan kanker kolorektal predominan terjadi
pada populasi usia yang lebih tua (lebih dari 60 tahun)., Kanker kolorektal yang
terjadi pada usia lebih muda (kurang dari 40 tahun) hanya berkisar antara 3-6%.
Dari penelitian terdahulu dilaporkan bahwa kanker kolorektal pada pasien usia
muda cenderung memiliki gambaran perilaku tumor yang agresif dengan
prognosis buruk. Pada beberapa penelitian, progresivitas dan prognosis yang
buruk pada kanker kolorektal, dikaitkan dengan peristiwa angiogenesis. VEGF
merupakan salah satu sitokin poten yang terlibat dalam proses angiogenesis
sehingga tingginya kadar ekspresi VEGF berhubungan dengan progresivitas
penyakit yang lebih tinggi dan prognosis yang buruk. Cancer-associated stroma
mengalami perubahan-perubahan dinamis yang menyerupai reaksi penyembuhan
luka, disebut sebagai reaksi desmoplastik. Reaksi ini didukung terutama oleh
aktivasi “myofibroblas”. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa myofibroblas
mempunyai peran untuk memfasilitasi tumorigenesis dan progresi beberapa
karsinoma, dan dikenal sebagai suatu petanda penting yang potensial untuk
diagnosis, pengobatan dan prognosis kanker.

Hasil :

Pada penelitian ini terlihat ekspresi VEGF-A pada usia muda dan usia tua hampir
tidak berbeda, namun terdapat perbedaan yang bermakna pada reaksi
desmoplastik usia muda dibandingkan pada usia tua. Nampak pula hubungan
yang sejalan antara ekspresi VEGF-A positif kuat dengan reaksi desmoplastik
yang keras pada kanker kolorektal usia muda. Hal ini menyokong hipotesa kedua
dan ketiga dari penelitian ini.

Kesimpulan :

Progresivitas penyakit yang lebih tinggi dan prognosis yang buruk pada pasien
kanker kolorektal usia muda kemungkinan disebabkan oleh faktor-faktor lain
selain VEGF, yang masih memeriukan penelitian lebih lanjut.

Kata kunci :
kanker kolorektal, usia muda, VEGF, reaksi desmoplastik.
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ABSTRACT

Name : Adityawati Ganggaiswari -
Program Study : Biomedic Science (Major Oncology)
Title : Expression of VEGF-A and Desmoplastic Reaction as a

Progressiveness Potensial Risk Factor in Young
Colorectal Cancer

Background :

Some of the data from abroad shows that colorectal cancer predominantly
occurred in the elderly population ( above 60 year) whereas the younger age (less
than 40 year) occurred only between 3-6%.

From previous research it was reported that colorectal cancer in younger patients
apparently have an aggressive tumor behavior with poor prognosis. At several
research, progressiveness and poor prognosis of colorectal cancer is connected
with the angiogenesis process. VEGF is one of the most potent cytokine which is
involved in the angiogenesis process so that the high grade VEGF expression
correlated with the higher progressiveness of the disease and poor prognosis.
Cancer-associated stroma experiences dynamic alterations which resembles the
wound healing reaction, known as desmoplastic reaction. This reaction is mainly
supported by “myofibroblast” activation. Some research indicated that
myofibroblast has the role in facilitating tumorigenesis and progression of several
carcinoma, and also known as an important marking potential for diagnosis,
medication and cancer prognosis.

Result :

This research showed no significant difference between the expression of VEGF-
A at young age and old age, but there is a significant difference in desmoplastic
reaction in young age compared to old age. It also appeared the co-relationship
between strong positive VEGF-A expression and the strong desmoplastic reaction
at young age colorectal cancer.

This will endorse the second and third hypothesis of this research.

Conclusion :

A higher disease progressiveness and poor prognosis at young age colorectal
cancer patients may be caused by factors other than VEGF, which still need
further investigation.

Key words:
colorectal cancer, young age, VEGF, desmoplastic reaction.
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Laporan dari negara maju menunjukkan kanker kolorektal secara
predominan ditemukan pada popunlasi usia yang lebih tua (60 tahun atau
lebih), dan kanker kolorektal yang terjadi pada pasien usia 40 tahun
dilaporkan dalam literatur-literatur dari Amerika dan Eropa hanya ditemukan
pada sekitar 2-8 persen.!” Sedang di Singapore dilaporkan pada periode april
1989 sampai dengan 1992, terdapat 5.9 persen pasien kanker kolorektal usia
40 tahun atau kurang.® Dari laporan Direktorat Pelayanan Medik Departemen
Kesehatan RI bersama Perhimpunan Patologi Anatomi Indonesia pada tahun
1995 diperoleh data dari beberapa tempat di Indonesia yang memperlihatkan
usia yang lebih muda pada wakiu di diagnosa. Kanker kolorektal yang terjadi
pada pasien usia muda (40 tahun atau kurang) cenderung memiliki gambaran
perilaku tumor yang agresif dengan prognosis yang buruk. Karakteristik yang
diperoieh memperlihatkan gambaran karsinoma berdiferensiasi buruk, jenis
adenokarsinoma tipe musin yang memiliki prognosis buruk, stadium lanjut
dan sering dijumpai adanya invasi kelenjar limfa yang secara statistik
bermakna. Berdasarkan hasil temuan tersebut seringkali disebut bahwa
perilake tumor yang agresif merupakan karakteristik kanker kolorektal pada
pasien usia muda,” ¥

Berdasarkan ada tidaknya mutasi germ line pada kanker kolorektal ini
maka kanker kolorektal dibedakan atas dua tipe, yaitu tipe herediter dan tipe
sporadik. Kanker kolorektal tipe sporadik adalah kanker yang terjadinya tidak
didasari atas kelainan herediter. Menurut Sudoyo AW®™, kanker kolorektal
usia muda pada orang Indonesia pribumi yang diwakili oleh suku Jawa,
Sunda, Minang dan Makassar tidak ada yang dapat dikelompokkan dalam

kanker kolorektal herediter berdasarkan hasil wawancara yang menggunakan
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perangkat kriteria Amsterdam sehingga dapat dimasukkan dalam kategori
kanker kolorektal sporadik.

Transformasi keganasan epitel kolorektal secara khas terjadi sebagai
proses bertahap berupa mmultistep, multipath, multifocal yang pada akhirnya
mengakibatkan kerusakan yang kumulatif pada beberapa gen di dalam dan
lintas generasi selular. ©®

Sebagian besar penderita kanker usia muda di Rumah Sakit Umum
(RSU) Cipto Mangunkusumo cenderung berada pada stadium yang cukup
lanjut pada waktn di diagnosis* schingga mengakibatkan survival yang
mengecewakan. 7 Meskipun penggunaan strategi penapisan meningkat,
namun ternyata lebih dari sepertiga pasien kanker kolorektal akhimya akan
mengalami metastasis. Beberapa pilihan pengobatan baru juga telah tersedia
untuk kanker kolorektal, namun kebanyakan pasien akhimya akan meninggal
karena metastasis yang tidak terkontrol dalam waktu singkat setelah di
diagnosis. ® Salah satu komponen terjadinya metastasis adalah
neoangiogenesis.

Proses neoangiogenesis terjadi pada kehamilan, proses penyembuhan
jaringan dan pada proses patogenesis penyakit, dalam hal ini keganasan.
Proses ini diperantarai oleh sitokin angiogenesis menyebabkan terjadinya
pembentukan sel-sel endotel yang baru yang kemudian menyebabkan
terjadinya neovaskularisasi. Adanya neovaskularisasi yang cukup akan
memberikan sel tumor tidak saja faktor-faktor nutrisi untuk pertumbuhan,
tetapl juga meningkatkan kesempatan bagi sel tumor untuk memasuki
sitkulasi dan metastasis. Sitokin yang paling poten adalah Vaskular
Endothelial Growth Factor (VEGFNEGF'-A).{” Pada perkembangan suatu
tumor, terjadi gangguan keseimbangan produksi molekul angiogenik antara

yang proangiogenik dan antiangiogenik, yang disebut “Angiogenic switch”

*Basir I, data telah dipresentasikan
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yaitu berupa peningkatan faktor proangiogenik dan hal ini memungkinkan
pertumbuhan, proliferasi dan metastasis sel-sel tumor berlangsung, ¢ 112

Pembentukan stroma baru atau stromagenesis yang terbentuk selama
perkembangan tumor biasanya longgar dan bersifat cedematous, hal ini
memudahkan sel-se] endotel membentuk neovaskular dan memudahkan sel
tumor melakukan penetrasi melalui stroma tersebut. Diketahui pula bahwa
pertumbuhan stroma tumor, jumlah dan bangunan pembuluh darah serta
kelenjar limfe berubah oleh berbagai rangsangan faktor-faktor stromal, salah
satu faktor stromal adalah VEGF. Interaksi antara faktor pertumbuhan stromal
dan anti pertumbuhan sttoma tumor mempengaruhi pembentukan,
perkembangan dan progresi kanker kolorektal."?

Pada kanker kolorektal, beberapa penelitian menunjuikan
angiogenesis merupakan suatu peristiwa yang penting sekali yang dapat
mengarah pada progresi kanker kolon. Faktanya, kanker kolorektal merupakan
salah satu model terbaik untuk penelitian tentang angiogenesis tumor.
Beberapa regulator angiogenik, termasuk VEGF, akan menunjukkan
peningkatan ekspresi pada sel-sel kanker dan jaringan, pada kanker kolon
yang lanjut."* Peran VEGF pada kanker kolorektal terntama difokuskan pada
VEGF-A, yang konsentrasinya akan meningkat pada stadium lanjut. Ekspresi
isoform VEGFE.;2; dan VEGF.¢s dihubungkan dengan progresi kanker dan
penyebaran limfatik.”? Kemampuan angiogenesis, limfangiogenesis yang
ditunjukkan dengan peningkatan ekspresi VEGF pada kanker kelorektal,
berkorelasi dengan keganasan yang lebih tinggi serta survival yang buruk.®*
15,16)

Pengobatan dengan anti angiogenik telah dimulai kira-kira pada tahun
2004 dimana telah ditemukan Bevacizumab, suatu varian antibodi monoclonal
yang humanized, yang telah disetujui sebagai obat anti angjogenik pertama di
USA.U
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Masih dalam kaitannya dengan pembentukan stroma pada kanker,
cancer-associated stroma merupakan medium kompleks dimana terjadi
berbagai interaksi antara tumor dan jaringan sel host. Sel tumor berproliferasi
dan menginvasi stroma dimana sel-sel imun host berkumpul disekitar jaringan
tumor dan mengembangkan angiogenesis tumor. Dikarenakan perubahan-
perubahan dinamis pada cancer-associated stroma menyerupai reaksi
penyembuhan luka, maka hal ini disebut sebagai reaksi desmoplastik. Reaksi
desmoplastik diperkirakan didukung terutama oleh aktivasi fibroblast host
yang disebut sebagai “myofibroblast”. Beberapa penelitian menunjukkan
bahwa myofibroblast kemungkinan mempunyai peran sebagai pendukung atau
memfasilitasi tumorigenesis dan progresi beberapa karsinoma, sehingga
mempunyai nilai klinis dan dikenal sebagai smatu petanda penting yang
potensial untuk diagnosis, pengobatan dan prognosis kanker.!'”

Penelitian ini akan membandingkan ekspresi VEGF-A dan reaksi
desmoplastik pada kanker kolorektal usia muda dengan usia tua dengan
mengabaikan stadium tumor. Karena sampai saat ini belum terdapat
data/gambaran khusus mengenai pola ekspresi VEGF-A pada pasien kanker
kolprektal usia muda dan usia tua di Indonesia, dan melihat bahwa pasien
kanker kolorektal usia muda memiliki perjalanan penyakit yang lebih
progresif, menjadi pertanyaan apakah ekspresi VEGF-A yang merupakan
salah satu faktor risiko potensial terhadap tegjadinya progresivitas kanker
kolorektal lebih tinggt pada usia muda dibanding usia tua. Lebih lanjut,
dengan diketahui adanya interaksi antara faktor stromal dan ekspresi VEGF-A
maka ingin diketahui pula peran faktor stromal didalam progresivitas tumor
dengan cara melihat adakah hubungan keberadaan myofibroblas yang
diwyjudkan dalam reaksi desmoplastik dengan ekspresi VEGF-A. Ekspresi
VEGF-A yang tinggi menunjukkan kecenderungan peningkatan vaskularisasi
pada tumor yang akan memudahkan terjadinya metastasis dan memicu

progresivitas penyakit yang lebih tinggi.
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1.2. Perumusan masalah

Berdasarkan pada latar belakang permasalahan, maka disusunlah

rurmusan masalah sebagai berikut :

1.

Apakah terdapat perbedaan ekspresi VEGF-A pada pasien kanker
kolorektal usia muda (< = 40 tahun) dibandingkan dengan pasien kanker
kolorektal usia tua (>=60 tahun).

Apakah terdapat perbedaan derajat reaksi desmoplastik pada jaringan
stroma kanker kolorektal usia muda (<=40 tahun) dan usia tna (>=60
tahun).

3. Apakah ada hubungan antara ckspresi VEGF demgan derajat reaksi
desmoplastik pada jaringan stroma kanker kolorektal.

1.3. Hipotesis

1. Terdapat perbedaan ekspresi VEGF-A pada pasien kanker kolorektal usia
muda dibandingkan dengan pasien kanker kolorektal nsia tua.

2. Terdapat perbedaan derajat reaksi desmoplastik pada jaringan stroma

kanker kolorektal usia muda dan usia tua.
Terdapat hubungan antara ekspresi VEGF dengan derajat reaksi
desmoplastik pada jaringan stroma kanker kolorektal usia muda dan usia

tua.

1.4. Tujuan Penelitian

1.4.1. Tujuan Umum

Mempelajari pola angiogenesis dan reaksi desmoplasia pada

kanker kolorektal pada pasien usia muda dan usia tua.
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1.4.2. Tujuan Khusus

1. Mendapatkan pola atau gambaran ekspresi VEGF-A pada pasien
kanker kolorektal usia muda dan usia tna.

2. Menemukan/mengetahui adanya reaksi desmoplastik pada jaringan
stroma kanker kolorektal,

3. Mendapatkan perbandingan ckspresi berlebihan VEGF-A pada
pasien kanker kolorektal usia muda dan usia tua.

4, Mendapatkan perbandingan reaksi desmoplastik pada stromal
pasien kanker kolorektal usia muda dan usia tua.

5. Membuktikan adanya hubungan antara VEGF-A dengan reaksi
Desmoplastik pada pasien kanker kolorektal usia muda dan usia

tua.

1.5. Makna Riset
Diharapkan dengan mengetahui ekspresi VEGF-A pada pasien kanker

kolorektal terutama wusia muda, dapat diketahui penyebab potensial
progresivitas penyakitnya dan lebih lanjut untek menetapkan strategi
penatalaksanaannya.

Dapat diketahninya korelasi antara ekspresi VEGF-A dan reaksi
desmoplastik sebagai cancer-associated stroma pada jaringan kanker
kolorektal, akan lebih mendukung kemaknaan ekspresi VEGF-A pada
progresivitas dan prognosis kanker kolorektal.
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BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2.1, Epidemiologi

Kanker kolorektal merupakan keganasan yang menduduki urutan
ke-empat tersering di dunia dan secara global, hampir 800.000 kasus
kanker kolorektal baru diperkirakan terjadi, yang mana merupakan 10%
dari semua Insiden kanker, dan kematian akibat kanker kolorektal
diperkirakan hampir mencapai 450.000."" ' Di Amerika Serikat dan
Kanada setiap tahunnya diperkirakan akan lebih dari 160.000 orang di
diagnosa kanker kolorektal dengan perkiraan 65.000 kematian disebabkan
karena kanker kolorektal. “® Di Eropa pada tahun 2004, kanker kolorektal
merupakan kanker nomor dua terbanyak dan juga merupakan penyebab
kematian nomor dua tersering. " Pada tahun 2006, kira-kira 150.000
penduduk Amerika di diagnosa dengan kanker kolorektal dan secara kasar
diperkirakan 55.000 orang meninggal karena kanker tersebut, '

Kanker kolorektal adalah satu-satunya kanker yang dapat
mengenai pria maupun wanita dengan perkiraan frekwensi yang hampir
sama, % ' 2% 22 ) dan perkiraan kasus baru di dunia sebanyak 401.000
pada pria per tahunnya dan 381.000 pada wanita. Jumlah kasus baru di
dunia cenderung meningkat secara cepat sejak tahun 1975.“® Populasi-
populasi yang berbeda di dumia mengalami tingkatan-tingkatan yang
berbeda dari kanker kolorektal, dan tingkatan-tingkatan ini berubah
dengan berjalannya waktu. Populasi-populasi yang tinggal dalam satu
komunitas yang gaya hidupnya berbeda dari mereka yang ada di
komunitas yang sama, juga mengalami perbedaan tingkatan-tingkatan
kanker kolorektal. Kelompok-kelompok migran secara cepat kehilangan
risiko dihubungkan dengan komunitas tempat asal mereka dan
mendapatkan gambaran yang sesuvai dengan komunitasnya yang baru,
seringkali hal ini dimulai dari sata generasi pendatang. % '° ) Analisa
tentang risiko pada populasi migran dari negara yang ristkonya rendah ke

negara yang risikonya tinggi, memperlihatkan angka penyakitnya
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meningkat seperti di negara tempat tinggalnya yang haru. Hal ini
menunjukkan bahwa pajanan lingkungan sangat penting dalam
meningkatkan insiden kanker kolorektal dan membuat suatu landasan
untuk memperhatikan modifikasi pola makan dan gaya hidup sebagai
ukuran-ukuran pencegahan, (%1

Perbedaan etnik dan ras pada kanker kolorektal, sebagaimana pada
kelompok migran, memberi kesan bahwa faktor-faktor lingkungan
berperan sebagai bagian terbesar penyebab terjadinya kanker kolorektal {'®
Pada kelompok pria Yahudi-Israel yang lahir di Eropa atau di Amerika
Serikat memiliki risiko yang lebih besar untuk terkena kanker kolorektal
dibandingkan dengan mereka yang dilahirkan di Afrika atau Asia. Risiko
pada populasi keturunan Jepang yang telah bermigrasi ke Amerika Serikat
telah berubah — insidensnya sekarang mendekati atau melebihi orang kulit
putih pada populasi yang sama, dan tiga atau empat kali lebih tinggi
dibandingkan orang-orang Jepang yang menetap di Jepang. Untuk alasan-
alasan itulah, kanker kolorektal secara luas dipercaya sebagai svatu
penyakit yang terkait dengan lingkungan, dimana “lingkungan”
didefinisikan secara luas termasuk faktor budaya, sosial, gaya hidup dan
diet '* 19 terutama diet tinggi lemak dan rendah serat. 2

Kanker kolorektal secara predominan terjadi pada kelompok usia
lanjut, bahkan dikatakan 90% kasus terjadi setelah usia 50 tahun. %
Meskipun demikian ternyata juga dapat mengenai kelompok usia yang
lebih muda (40 tahun atau kurang) dengan insiden yang bervariasi antara
1,6% sampai 23%. Hal ini diperkirakan akan membawa dampak prognosis
yang kurang menyenangkan dibandingkan keseluruban populasi. ¢ Di
Swedia, kira-kira 12% dari kasus kanker adalah kanker kolorektal, dan 5%
dari pasien-pasiennya berusia di bawah 50 tahun. Perkembangan tumor
pada usia muda kemungkinan merupakan suatu indikator dari kanker
herediter, seperti kanker kolorektal non poliposis herediter (HNPCC),
yang dikarakterisasikan dengan berkembangnya kanker kolorektal pada
usia rata-rata 43 tahun dan merupakan suatu peningkatan risiko juga untuk

kanker lain seperti endometrium, ovarium, urothelium dan usus kecil. @*
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Dari laporan Direktorat Pelayanan Medik Departemen Kesehatan
RI bersama dengan Perhimpunan Patologi Anatomi Indonesia pada tahun
1995 diperoleh data dari beberapa tempat di Indonesia yang
memperlihatkan pola yang berbeda yaitu usia yang lebih muda pada saat

di diagnosa. Seperti yang ditunjukkan pada Gambar 2. 1. di bawah ini.

JUMLAH

800
700
600
500
300
200
100
4]

13-24 25-34 35-44 55-84 65-74 =75
UMUR

Sumber : Departemen Kesehatan RI
Gambar 2.1. Distribusi kasus kanker kolorektal di Jakarta tahun 1995.4%

Data dart bagian Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Universitas Indonesia tahun 2003 — 2007 menunjukkan pasien kanker
kolon yang berusia di bawah 40 tahun berjumlah 91 orang dari angka
keseluruhan 323 orang (28.17%). Dari data ini menunjukkan suatu
kecenderungan pada umur yang lebih muda {(untuk pasien di negara maju
2-6 persen dibandingkan dengan pasien di Indonesia 28 persen). (23)

Kebanyakan kasus kanker kolorektal dipertimbangkan sebagai
sporadik, dan in mengindikasikan bahwa faktor-faktor predisposisi
genetik atau familial tidak terlihat dengan mudah."” Menurut Sudoyo
AW, kanker kolorektal usia muda pada orang Indonesia suku Jawa, Sunda,

Minang dan Makassar tidak ada yang dapat dikelompokkan dalam kanker

kolorektal herediter berdasarkan hasil wawancara yang menggunakan
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perangkat kriteria Amsterdam sehingga dapat dimasukkan dalam kategori
kanker kolorektal sporadik. ©

2.2, Perangai biologik kanker kolorektal

Faktor etiologi yang spesifik dan mekanisme patogenetik yang
mendasari perkembangan kanker kolon dan rektum nampak heterogen dan
kompleks. Mungkin faktor-faktor etiologinya termasuk pajanan
lingkungan dan makanan, tetapi untuk mepentukan agen-agen yang
spesifik sebagai faktor risiko kanker kolorektal merupakan tantangan yang
besar. Kemajuan yang paling membesarkan hati adalah keberhasilan
menetapkan adanya defek gen-gen yang spesifik yang mendasart beberapa
bentuk kanker kolorektal yang diturunkan sebagaimana juga adanya
wawasan-wawasan baru pada sekumpulan perubahan-perubahan
molekular yang mempunyai kontribusi pada inisiasi dan progresi dari
tumor-tumor sporadik. *

Proses terjadinya kanker kolorektal merupakan contoh yang paling
baik untuk melihat perubahan-perubahan genetik yang mendasari proses
terjadinya kanker pada manusia. Kanker kolon diperkirakan terjadi sebagai
hasil dari serangkaian perubaban molekular dan histopatologik yang
mengakibatkan berubahnya sel-sel epitel normal pada kolon menjadi
karsinoma kolon, dengan polip adenoma sebagai suatu tahap intermediate
pada proses ini. Secara universal polip terjadi pada orang-orang dengan
riwayat familial adenomatous polyposis, suatu keadaan herediter
autosomal dominan, namun angka kejadiannya hanya 1% dari kasus-kasus
kanker kolorektal. Pada populasi umum kira-kira 33% polip adenoma
dijumpai pada usia 50 tahun dan kira-kira 50% pada usia 70 tahun. Untuk
menjadi tahap progresi dilibatkan interaksi antara sejumlah faktor-faktor

endogen dan eksogen, %2
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Faktor-faktor Eksogen
> Faktor paya hidup (misalaya diet, aktifitas fisik)
> Pajanan preventif (misalnya kemoprevensi olch obat-obat anti

7 Hormon Eksogen
»  Deeksi dini dan skrining

Epitel | pada cpitel o .| Adenoms - anka
normal » usus awal lanjut invasif

inflammasi
/ Kripti aberan l l \

Adenoma

N,

Faktor Endogen
» Kerusaken mismatch repair (misalnya mutasi MSH2, MLHI)
7 Gensupresor tumor {misalnya mutasi APC)
>
»

Proscs metabolik dan polimorfism
Fnernr-faktor hnrmaonal

Gambar 2. 2. Suatz konsep model karsinogenesis yang teraplikasi pada kanker
kolorektal, dimana progresi dan kekambuhan dilibatkan oleh faktor-faktor eksogen dan
endogen (diambil dari Basic Science of Oncology, hal.19)

Lebih dari satu dekade yang lalu, Fearon dan Vogelstein
menyampaikan wawasan-wawasan awal mengenai dasar molekular
keganasan pada kolorektal, yang kemudian membuat suatu paradigma_
untuk karakterisasi molekular dari perkembangan kanker pada organ-
organ tubuh yang lainnya juga. 1%

Saat ini sudah diterima konsep bahwa mutasi-mutasi pada gen
adalah penyebab kanker, dan bahwa diperlukan beberapa mutasi
("muldtihit”) untuk terjadinya kanker. Konsep ini juga menjadi dasar
pemahaman bahwa kejadian kanker berhubungan dengan usia, karena
kerusakan dianggap berbanding lurus dengan proses penuaan, lama serta
banyaknya pajanan bahan-bahan karsinogenik lingkungan. % Perubahan-
perubahan yang terjadi pada sel usus besar pada kanker kolorektal saat ini
digunakan sebagai model karsinogenesis, yaitu perubahan dari sel normal
menjadi sel kanker (adenoma-carcinoma sequence). un

Pada kebanyakan kasus kanker kolorektal penyebabnya adalah
sporadik, yang mana hal ini mecmbuat deteksi dini menjadi penting.
Namun sayangnya, secara ekonomis tidak memungkinkan untuk
mengidentifikasi semua individu pada populasi wmum yang tergolong

risiko tinggi terhadap terjadinya kanker kolorektal. Kebanyakan pasien
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yang datang secara klinis telah menunjukkan tanda-tanda kanker yang
lanjut. Metastasis yang terjadi lebih fanjut umumnya tidak dapat
disembuhkan lagi, dan dengan regimen pengobatan saat ini hanya
berdampak kecil terhadap 5 years swrvival rate. Pendckatan lain yang
penting uniuk mengurangi angka kesakitan dan kematian pada kanker

- 1
kolorekial adalah melibatkan pencegahannya. %

Displasia Adenoma Dini  Adenoma Intermediate Adenoma Lanjuk Karsinoma

Gambar 2. 3. Sekuens adenoma-karsinoma yang menjadi model uniuk karsinogenesis.
Tampak peran kelainan-kelainan genetik vang ierjadi secara sckuensial. (Diambil dari
Vogelstein)

Pemahaman mengenai perkembangan kanker kolon mengalami
kemajuan vang pesat. dan saat i telah diketahui dengan baik bahwa
kebanyakan kanker kolorektal berkembang dari lesi prekursor neoplasma.
Progresi multistep dari suatu polip adenomatosa menjadi kanker invasif
saat ini telah diketahui dengan baik dan menawarkan kemungkinan untuk
melakukan pencegahan dengan menggunakan obat (kemoprevensi). N
Dalam aksioma dunia kedokteran, pencegahan lebth baik dari pada
pengobatan. Pencegahan secara umum dapat dibagi atas hal-hal yang

berkaitan dengan perubahan gaya hidup dan hal-hal yang berkaitan dengan

pengobatan langsung menggunakan muracentical dan/atau zat-zat kimia.
(26.28)
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Fiacanya keganasan ini didahului dengan lesi premaligna yang
dapat dikenali dengan baik, namun seringkali terlambat di diagnosa
sehingga mengakibatkan survival yang mengecewakan. 7 Meskipun
penggunaan strategi skrining meninglga_t, seperti tes darah samar (fecal
occult blood test), sigmoidoskopi dan kolonoskopi, namun lebih dari
sepertiga pasien kanker kolorektal akhimya akan mengalami metastasis.
Beberapa pilihan pengobatan baru telah tersedia untuk kanker kolorektal,
tetapi kebanyakan pasien akhirnya akan meninggal karena metastasis yang
tidak terkontro! dalam beberapa tahun setelah diagnosis.

Dari suatu penelitian mengenai karakteristik kanker kolorektal
pada pasien-pasien usia muda (40 tahun atau kurang), diperoleh hasil
bahwa pasien-pasien usia muda memiliki diferensiasi tumor yang buruk
dengan jenis adenokarsinoma tipe musin. Dari TNM didapatkan tumor
stadium I lebih sering pada pasien usia muda dan pada pasien usia muda
juga menunjukkan invasi limfatik yang secara stastistik bermakna.
Sehingga seringkali disebutkan perilaku tumor yang agresif merupakan
karakteristik kanker kolorektal pada pasien usia muda. Hingga saat ini
masih menjadi perdebatan mengenai karakteristik, perilaku dan prognosis
dari tumor-tumor tersebut. Namun beberapa mempercayai bahwa pasien-
pasien usia muda yang mendén’ta kanker kolorektal memiliki prognosis
yang buruk karena sifat biologi tumor yang agresif, distribusi tumor yang
berbeda dan stadium yang lebih lanjut.

Jenis histopatologi kanker kolorektal yang terbanyak yaitu 90-95%
adalah jenis Adenokarsinoma, yang biasanya mudah dikenali dengan
unsur-unsur kelenjamya. Jenis lainnya adalah adenokarsinoma musin dan

signet cell ring.*>

2.3. Faktor Pertumbuhan Endotelial Vaskular (VEGF)

Salah satu komponen yang memudahkan teradinya proses
metastasis pada kanker kolorektal lanjut adalah neoangiogenesis. Proses
neoangiogenesis dapat terjadi pada kehamilan, proses penyembuhan

jaringan dan pada proses patogenesis penyakit, dalam hal ini keganasan.
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Proses ini diperantarai oleh sitokin angiogenesis yang memberikan sel
tumor tidak saja faktor-faktor nutrisi untuk pertumbuhan, tetapi juga
meningkatkan kesempatan bagi sel tumor untuk memasuki sirkulasi dan
metastasis. Sitokin yang paling poten adalah Vascular Endothelial Growth .
Factor (VEGF/VEGF-A). @ Pada perkembangan suatu tamor, tegadi
gangguan keseimbangan produksi molekul angiogenik antara yang
proangiogenik dan antiangiogenik, yang disebut “Angiogenic Switch” dan
memungkinkan pertumbuhan, proliferasi dan metastasis sel-sel tumor

4o, 1, 12 30 3D gejymiah faktor muncul untuk turut

berlangsung.
menyumbang pada perubahan keseimbangan dari sinyal pro- versus anti-
angiogenik selama perkembangan tumor. Ini termasuk onkogen yang
mendorong produksi faktor-faktor pertumbuhan oleh sel-sel tumor,
perubahan pada microenvironment tumor, pengerahan progenitor sel-sel
endotel dari swmsum tulang, dan down-regulation dari inhibitor alami
angiogenesis. '”

Peran VEGF pada kanker kolorektal terutama di fokuskan pada
VEGF-A, yang konsentrasinya akan meningkat pada stadium lanjut.
VEGF-A memiliki beberapa isoform dan berkaitan dengan penyebaran
serta  progresi  kanker kolorektal. Kemampuan angiogenesis,
limfangiogenesis yang ditunjukkan dengan peningkatan ekspresi VEGF
pada kanker kolorektal, berkorelasi dengan keganasan yang lebih tinggi
serta survival yang buruk, ¢* )

Sistem cardiovascular merupakan sistim organ yang pertama
dibentuk dan mencapai keadaan fungsional pada embrio. Pembentukan
sistem pembuluh darah ini merupakan suatu prasyarat untuk proses
embriogenesis pada vertebrata dalam rangka memenuhi kebutuhan
oksigen dan nutrisi dalam jumlah yang cukup ke jaringan dan organ serta
memungkinkan untuk pembuangan sisa-sisa metabolisme. Tahap inisial
pembentukan sistern pembuluh darah terdiri dari Vaskulogenesis yaitu
pembentukan pembuluh darah melalui diferensiasi in situ progenitor sel
endotel seperti angioblas atau hemangioblas. Sedang Angiogenesis

didefinisikan sebagai pembentukan pembuluh darah baru yang berasal dari
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permbuluh darah yang sudah ada sebelumnya, khususnya dari vena-vena
post kapiler. Selama perkembangan embrionik, pembuluh darah dibentuk
oleh vaskulogenesis dan angiogenesis, sedangkan pembuluh darah baru
pada orang dewasa terutama terbentuk melalui angiogenesis, meskipun
juga bisa terbentuk melalui vaskulogenesis oleh sumsum tulang yang
merupakan tempat asal progenitor sel endotel. Selain diperlukan pada
masa perkembangan embrionik, angiogenesis juga diperlukan pada proses
kehamilan, perbaikan jaringan dan penyembuhan luka pada orang dewasa,
selain juga merupakan kunci yang mendasari proses-proses pada
patogenesis beberapa penyakit utama pada manusia, termasuk kanker, (10,
16,31, 32, 33, 34)

Dari beberapa faktor proangiogenik yang telah diidentifikasi,
Faktor Pertumbuhan Endotelial Vaskular (VEGF; yang dikenal juga
sebagai Faktor Permeabilitas Vaskular/VPF), merupakan faktor
proangiogenik yang digolongkan paling baik. VEGF dikaitkan dengan
peningkatan angiogenesis dan stadium lanjut penyakit pada berbagai jenis
tumor solid termasuk kanker kolon. VEGF merupakan suatu glikoprotein
homodimer yang berikatan dengan heparin, memiliki potensi angiogenik,
mitogenik dan vascular permeability — meningkatkan aktivitas yang
spesifik untuk sel-sel endotel. Protein-protein yang termasuk dalam
keluarga VEGF merupakan protein-protein yang secara struktural sangat
saling berhubungan, teridiri dari enam molekul yaitu VEGF-A (sering
ditunjuk sebagai VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D dan VEGF-E, dan
Faktor Pertumbuhan Plasenta. VEGF-A terbukti merupakan varian yang
predominan dan regulator yang paling penting untuk pembentukan
pembuluh darah pada keadaan sehat dan pada suatu penyakit. VEGF-A
merangsang proliferasi sel endotel dan berperan sebagai faktor anti-
apoptotik. 163536

Gen VEGF-A manusia terorganisasi dalam delapan exon dan
berlokasi pada kromosom 6. Sebagai hasil alternative mRNA splicing,
telah terdeteksi paling sedikit empat isoform yang berbeda dan diberi

nama menurut jumlah asam amino pada struktur primemya : 121, 165, 189
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dan 206 (VEGF21, VEGF g5, VEGF 59, VEGF204) yang mana mempunyat
gambaran ekspresi yang saling berbeda sebagaimana juga sifat-sifat
biokimia dan biologiknya. VEGF)2; adalah polipeptida asam yang lemah
yang tidak berikatan dengan heparin, dan terlarut secara bebas. VEGF g5
merupakan bentuk predominan yang disekresikan oleh sejumlah sel yang
normal dan sel yang telah mengalami transformasi, adalah suatu
glikoprotein yang berikatan dengan heparin. Meskipun disekresikan,
sejumlah porsi yang berarti masih tetap berikatan dengan permukaan sel
atau matriks ekstraselular, Isoform VEGFg termasuk 24 asam amino
tambahan dan tidak disekresikan secara bebas, tetapi tetap yang utama
berikatan dengan permukaan sel dan atau matriks ekstraselular. VEGFs
merupakan isoform yang jarang, sejavh ini hanya diidentifikasi terdapat
pada human fetal liver cDNA library. ©'%'>19 Darj penelitian terbanyak
menyimpulkan bahwa VEGF)¢s merupakan isoform yang paling banyak
dan secara biologik yang paling aktif. VEGF,; memiliki aktifitas biologik
pada sel endotel namun potensinya lebih rendah dibandingkan dengan
VEGF s, 1639

Alternative splicing dari gen VEGF-B manusia terdeteksi dua
transkrip, mengkode isoform residu asam amino 167 dan 186, berbeda
hanya pada domain karboksi terminalnya. Dua jenis sitokin lain yang lebih
baru ditemukan yaitu VEGF-C dan VEGF-D, tidak hanya memiliki
potensi angiogenesis tetapi juga limfangiogenesis. Namun sedikit yang
diketahui tentang alternative splicing gen-gen tersebut. VEGF-C dan
VEGF-D berhubungan erat, baik secara strukiur maupun fungsionalnya.
(16}

Anggota kehiarga VEGF terutama beraksi melalui tiga reseptor
tirosin kinase yang berikatan dengan membran : VEGF reseptor-1
(VEGFR-1) yang dikenal juga sebagai fetal liver tyrosine kinase-1 (Flt-1);
VEGF reseptor-2 (VEGFR-2), atau kinase domain region/fetal liver
kinase-1 (Flk-1/KDR); dan VEGF reseptor-3 (VEGFR-3), atau fetal liver
tyrosin kinase-4 (Flt-4). Penelitian mengenai lokalisasi, struktur, dan

fungsi dari reseptor-reseptor tersebut menunjukkan bahwa mereka secara
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relatif sp:sifik untuk sel-sel endotel dan mengandung suatu domain sinyal
intraselular tyrosin kinase. VEGFR-1 dan VEGFR-2 secara predominan
diekspresikan pada endotel pembuluh darah, dimana VEGFR-3 terutama
berlokasi pada endotel limfatik. VEGF-A berperan melalui reseptor
VEGFR-1 dan VEGFR-2, dan VEGFR-3 nampaknya secara predominan
berperan sebagai reseptor untuk VEGF-C dan VEGF-D, selain juga dapat
berperan melaiui receptor VEGFR-2. Namun meskipun VEGFR-1
memiliki afinitas yang lebih besar terhadap VEGF-A, VEGFR-2 yang
merupakan tyrosin yang terfosforilasi lebih efisien pada saat ikatan ligan

dan pada sel endote]l menyebabkan terjadinya mitogenesis, kemotaksis dan

perubahan pada morfologi sel. (%23 3%3%)
PIGEF VEGF-B YEGF-C VEGF-D  VEGF-E

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
Elt-1) (F1k-1/KDR} (Fit4)
Ersdockelind ool

Gambar 2. 4. Interaksi dari 6 anggota keluarga VEGF dengan reseptor-reseptornya.
PIGF, placenta growth factor; VEGFR, VEGF receptor; Flt, fetal liver tyrosine kinase;
Flk-1/KDR, fetal liver kinase-1/kinase domain region, {diambil dari Boedefeld WM,
Ann.Surg.Oncol, 2003).
2.3.1. Peran dan aktifitas VEGF pada angiogenesis

Ketika suatu tumor tumbuh lebih besar dari 1-2 mm’, tumor
tersebut harus merangsang Aost untuk membentuk vaskularisasinya sendiri
yang akan memungkinkan tumor tersebut untuk tumbuh terus. Untuk
menyempurnakan proses ini, sel tumor menginduksi pembuluh-pembuluh
darzh yang berdekatan untuk memunculkan pembuluh darah baru ke arah

tumor. Pembuluh-pembuluh darah kecil (microvessels) yang immature
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tidak dilapisi oleh pericyte, dan pembuluh darah tersebut tidak teratur dan
bocor sehingga sel tumor dapat dengan mudah penetrasi pada pembuluh
darah kecil yang immature dibandingkan pada yang mature.!'?)

_ Secara mendasar terdapat dua kelompok faktor angiogenests, yaitu
(1) faktor-faktor spesifik (al VEGF, angiopoietins, dan lain-lain),
dilepaskan oleh sejumlah jenis sel, yang berikatan secara spesifik dengan
reseptor-reseptor pada sel endotel, dan (2) faktor-faktor angiogenik non
spestfik (a.l aFGF, bFGF, TGFa, EGF, PDGF, angiogenin, IL-8, protein
inhibitor makrofag, platelet factor-4) yang berikatan dengan sel-sel endotel
tetapi juga mempengaruhi fungsi dari sel jenis yang lainnya. Jadi tidak
spesifik hanya untuk sel endotel saja.®*

Proses angiogenesis tidak didorong hanya oleh satu molekul saja,
namun lebih tergantung pada kerjasama dan integrasi berbagai faktor yang
mengarah kepada proliferasi endotel, migrasi, invasi, diferensiasi dan
pembentukan saluran kapiler. Aktivasi sel endotel, migrasi dan proliferasi
merupakan kejadian-kejadian selular yang utama pada angiogenesis.
Proses-proses ini dikontrol oleh faktor-faktor yang merangsang angiogenik
maupun yang menekan angiogenik.®¥ Pembuluh darah yang baru
terbentuk harus mampu bertahan dibawah keadaan-keadaan yang tidak
sesuai atau merugikan. Karena lingkungan mikro dari tumor memiliki
tekanan oksigen yang rendah dan bersifat asam, maka sel-sel endotel
memerlukan faktor-faktor survival angiogentk untuk memelihara
integritasnya. Berbagai penelitian memperlihatkan bahwa VEGF berperan
sebagai faktor survival untuk sel endotel dibawah berbagai keadaan-
keadaan stres, termasuk serum starvation dan hipoksia, baik secara in vitro
maupun in vivo. %2 8

Efek biologik VEGF tidak hanya pada efek mitogeniknya pada sel
endotel dan kemampuannya untuk menginduksi angiogenesis, tetapi juga
termasuk kemampuannya untuk mencegah sel endotelial mengalami
apoptosis dan berperan sebagai faktor survival untuk sel endotel. VEGF
akan mencegah sel endotel mengalami apoptosis melalui berbagai

mediator, termasuk Bcl-2, Al, dan IAP (famili protein-protein
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penghambat apoptosis), dan melalui aktivasi sinyal transduksi PI3-
kinase/Akt, MAPK/Erk dan inhibist sinyal transduksi SAPK/IN K.
VEGF ditemukan juga menginduksi  ekspresi  Matrix
Metalloprotcinase (MMP) interstistal kolagenase (MMP-1) pada sel
endotel vena umbilikus manusia baik pada tingkat protein maupun mRNA.
dan hal ini menginduksi ekspresi dan aktifitas dari aktivator plasminogen.
menyatakan perannya dalam proteolisis ekstrasel. Selain itu VEGF juga
berkontribusi dalam angiogenesis tumor melalui induksi permeabilitas
mikrovaskular dengan kebocoran protein-protein plasma menghasilkan
tingkungan yang kaya akan faktor proangiogenik fibrin yang merangsang

migrasi sel-sel endotel dan fibroblas.*®

Hypoxia PDGF
o, \ ! IGF-1
IL-8 -—> /
bFGF pu— VEGF redase
cox-2 / o éq,%
NO S S Binding and aciivation
Oncogenes of VEGF receptor

ool Increased e:gmstm 4 ' ' |
P, A, uPA ANGIOGENESIS

Gambar 2. 5. Karakteristik tumor dan lingkungannya yang mempromosi ekspresi VEGF.
{diambil dari Mol Cancer Res, 2007)

2.3.2, Regulasi Ekspresi VEGF pada kanker kolorektal

Secara umum sel-sel kanker tidak dikontrol oleh mekanisme
regulator yang normal, pertumbuhan tumor sangat tergantung pada suplai
oksigen, nutrisi dan regulator-regulator yang berasal dari /ost. Saat ini
telah dibuktikan bahwa vaskularisasi tumor tidak perlu berasal dart
pemunculan sel endotel: malahan, jaringan kanker dapat memperoleh
vaskularisasinya sendiri dengan cara co-option pembuluh darah yang telah

ada. pertumbuhan mikrovaskular yang imtussusceptive, vasculogenesis
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postnata’ - angiogenesis glomeruloid atau vasculogenic mimicry. Jalur
molekular yang mendorong terjadinya vaskularisasi pada tumor yang saat
ini diketahui dengan baik adalah mekanisme adaptasi terhadia hipoksia.®®

Ekspresi VEGF diregulasi oleh beberapa faktor antara lain hipoksia
jaringan lokal, sitokin, onkogen, gen-gen supresor tumor, dan berbagai
jenis faktor-faktor pertumbuhan. Suvatu lingkungan dengan oksigenisasi
jaringan yang adekuat sangat diperlukan untuk swurvival sel. Hipoksia
jaringan dikaitkan dengan progrest keganasan, pembentukan metastasis,
dan resistensi terhadap radioterapi.”®

Pertumbuhan tumor atau jaringan yang melebihi kemampuan
suplai darahnya atau menjadi kekurangan oksigen, akan menyebabkan
gen yang bertanggung jawab terhadap hipoksia di inisiasi. Meskipun
beberapa jalur faktor transkripsi dilibatkan, namun perhatian difokuskan
pada hypoxia-inducible factor 1 (HIF-1).4%

Hypoxia-inducible transcription factor (HIF) dibentuk oleh dua
subunit esensial yaitu HIF-1a dan HIF-1p. Pada keadaan hipoksia, HIF-1a
gagal didegradasi sehingga terjadi peningkatan konsentrasinya yang
mengakibatkan up-regulasi secara fungsional kompleks faktor transkripsi
HIF-1. Hal ini menyebabkan ekspresi dari kelompok gen target antara lain
VEGF, PDGF, TGF-a dan lain-lain, yang produk-produknya terlibat
dalam proses angtogenesis, eritropoesis, metabolisme emergi (terutama
glikolisis) dan transport glukosa ke dalam sel-sel. Proses tersebut diatas
terjadi dengan tujuan jangka pendek untuk merangsang sintesa protein-
protein yang memungkinkan suatu se] bertahan dibawah keadaan hipoksia.
Sedangkan tujuan jangka panjangnya adalah untuk mendapatkan akses
terhadap suplai oksigen yang adekuat, dengan cara protein-protein tadi
akan berkolaborasi menarik pertumbuhan pembuluh-pembuluh darah baru
ke dalam jaringan yang mengalami hipoksia. Dalam hal pertumbuhan
tumor, pembentukan pembuluh darah baru ini penting agar tumor
mendapat akses oksigen dan nutrisi serta untuk membuang sisa-sisa

metabolisme " selain juga memudahkan invasi sel-sel tumor.®?
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Gambar 2. 6, HIF-1 terdiri dari dua subunit, keduanya diperlukan untuk berfungsi
mengaktifkan transkripsi gen VEGF. Pada keadaan normoksia, HIF-1a dibentuk dengan
cepat dan sesegera mungkin didegradasi di dalam proteosom Karena aktivitas pVHL.
Pada keadaan hipoksia, enzim prolin hidroksilase gagal mengoksidast kedua prolin dari
HiF-1u. pVHL gagal berikatan dengan HIF-1a dan HIF-1o melarikan diri dari ubikilasi
sehingga kadarnya meningkat dengan cepat. Akibatnya dapat membentuk heteradimer
dengan HIF-1B dan menghasilkan faktor transkripsi heterodimerik yang dapat memulai
mengaktivasi ekspresi gen-gen penting secara fisiologis. sepertt VEGF. (Diambil dari The
Biology of Cancer, 2007)

Pada stroma tumor, sering dapat dijumpai jenis sel inflamasi yang
penting. disebut Tumor-Associated Mucrophag (TAM). vang pada
keadaan kerusakan jaringan. makrofag akan memakan patogen atau sel-scl
apoptotik sebagaimana juga akan terlibat pada proses perbaikan jaringan.
Makrofag dapat membantu remodelling matriks jaringan, pertumbuhan sel
dan angiogenesis. Mirip dengan fungsinya pada penyembuhan jaringan,
TAM juga mempunyai peran penting pada progresi tumor dengan
menggunakan fungsi gandanya pada proliferasi sel tumor, invasi sel tumor
dan angiogenesis sel tumor. Pada tumor yang cukup besar dan mengalami
banyak daerah yang hipoksia, akan dihasilkan berbagai faktor akibat
hipoksianya, antara lain TAM,. yang pada akhirnya akan merespon
hipoksia dengan cara up-regulasi faktor-taktor transkripsi seperti HIF-1,
yang sclanjutnya akan mengaktivast sejumlah gen-gen yang mempromosi

. . . . Kt
invasi sel tumor dan angiogenesis sel tumor. "
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Ekspresi VEGF tidak hanya dihubungkan dengan hipotsia atau
mutasi dari gen tumor supresor Von Hippel-Lindau (VHL) tetapi juga
keterlibatan dari sejumlah onkogen dan gen tumor supresor lain. Bukti-
bukti menunjukkan bahwa inaktivasi gen-gen tumor supresor seperti p53 .
dan PTEN, dan aktivasi onkogen seperti Ras, ¢c-Sre, EGFR, HER-2, dan
Bcl-2 terkait dengan up-regulasi dari VEGF.®” Selain itu, gangguan p53
pada kanker kolorektal akan menyebabkan kemanjuran kemoterapi

berkurang dan penurunan survival pasien.!'¥

2.3.3. Ekspresi VEGF pada kanker Kolorektal

Pada kanker kolorektal, beberapa penelitian memperlihatkan
angiogenesis sebagai suatu peristiwa yang penting sekali yang dapat
mengarah pada progresi kanker kolon. Faktanya, kanker kolorektal
merupakan salah satu model terbatk untuk penelitian tentang angiogenesis
tumor. Beberapa regulator angiogenik, termasuk VEGF, akan
menunjukkan peningkatan ekspresi pada sel-sel kanker dan jaringan, pada
kanker kolon yang lanjut.** Peran VEGF pada kanker kolorektal terutama
difokuskan pada VEGF-A, dimana kadamya berhubungan dengan stadium
pada kanker kolorektal, dengan peningkatan kadarnya pada stadium lanjut.
Suatu hasil penelitian menunjukkan, isoform VEGF-13 berhubungan
secara bermakna dengan metastasisk ke organ hati, keterlibatan pembuluh
vena, dan prognosis yang buruk pada kanker kolorektal, dan telah diduga
pula isoform VEGF-;gs terutama dihubungkan dengan progresi kanker
kolon. Sedangkan peningkatan isoform VEGF-1;; dan VEGF-s
dihubungkan dengan progresi kanker dan penyebaran limfatik,
Peningkatan VEGF-A kemungkinan merupakan hal terpenting dalam
menentukan perluasan metastasis.”

Angiogenesis, limfangiogenesis, VEGF dan VEGFR akan
meningkat pada kanker kolorektal dibandingkan dengan mukosa normal
dan adenoma, dan lebih lanjut merupakan gambaran keganasan yang lebih
tinggi dari kanker kolorektal termasuk survival yang buruk."* Penelitian
yang menghubungkan ekspresi VEGF dengan agresivitas tumor,
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kemampuan metastasis dan kemungkinan kekambuhan menunjukkan
bahwa tingginya kadar ekspresi VEGF berhubungan dengan prognosis
yang buruk 4%

Pada tahun 2004, US-FDA (United States- Food and Drug
Administration) menyetujui Bevacizumab (Avastin) sebagai obat anti
angiogenesis pertama. Bevacizumab merupakan suvatu monoklonal
antibodi yang humanized (93% human, 7% mouse). Bevacizumab akan
mengikat VEGF dengan afinitas yang kuat dan menetralisir semua isoform
VEGF-A, kemudian menghambat pengikatannya dengan reseptor
VEGF.!

2.4. Stroma kanker — Reaksi Desmoplasia

Unsur-unsur stromal baik di dalam ataupun disekitar tumor,
termasuk pembuluh-pembuluh darah dan limfe, sel-sel stromal, dan
berbagai jenis protein, belum mendapat perhatian yang cukup walaupun
mereka mempunyai pengaruh yang besar terhadap perkembangan dan
progresi tumor. Angiogenesis tumor dan limfangtogenesis adalah proses
membentuk pembuluh darah atau pembuluh limfe baru didalam dan
disekitar tumor. Sel-sel stromal terdiri dari berbagai jenis sel, seperti sel-
sel imun yang menginfiltrasi, fibroblas dan sel-sel endotelial. Matriks
ekstrase]l (ECM) adalah suatu struktur yang kompleks yang merupakan
suatu kesatuan disekitar sel-sel tumor, dan sering disebut sebagai jaringan
konektif atau substansi dasar."*>

Kanker seringkali disebut sebagai penyakit kronis, dan keterkaitan
antara inflamasi dan kanker telah lama diketahui. Sel-sel innate immunity,
termasuk granulosit, sel-sel dendritik, makrofag, sel natural killer dan sel
mast, merupakan komponen utama jaringan premaligna dan maligna, dan
secara fungsional turut berkontribusi pada perkembangan kanker secara
luas disebabkan karena mereka melepaskan sejumlah mediator terlarut
yang poten yang mengatur proliferasi sel, migrasi, angiogenesis, perbaikan

jaringan (fissue remodelling), metabolisme dan integritas genom.
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Sescorang yang menderita penyakit inflamasi kronis memiliki risiko yang

lebih besar untuk terjadinya perkembangan kanker "

NEQPLASTIC an_op’nﬁlmm

AZGOTNE (MUTUNG reSpanse

Lymph nodatsplecn

Gambar 2. 7. Peran sel-sel imun imnate dan adaptive selama perkembangan kanker yang
dikaitkan dengan proses inflamasi. (diambil dari Annu.Rev.Pathol.Mech.Dis. 2006)

Fibroblas adalalh sel-sel yang bertanggung jawab untuk sintesis.
deposisi dan remodelling matriks ekstra sel, sebagaimana juga untuk
memproduksi berbagai faktor pertumbuhan parakrin yang terlarut yang
mengatur proliferasi sel. morfologi. survival dan kematian sel. Data
terakhir menunjukkan bahwa f(ibroblas berperan secara aktif bersama sel-
sel inflamasi, dapat mempromosi program neoplastik jaringan. Penelitian
ultrastruktur, imunohistokimia dan analisis biokimia telah banyak
menghasilkan informasi akan pentingnya stroma, dimana selama proses
neoplastik, stroma akan mengalami banyak perubahan, antara lain
diekspresikannya protein-protein seperti ¢-smooth muscle actin, vimentin,
smooth muscle myosin, calponin, tenascin dan desmin. Protein-protein ini
seringkali diekspresikan juga sebagai respons terhadap penyembuhan luka

atau inflamasi. Selama perkembangan kanker. protein-protein tersebut
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bersama motekul-molekul matriks ekstrasel lainnya melekat pada jaringan
neoplasma dan memudahkan terjadinya proliferasi sel. inflamasi,
angiogencsis dan migrasi sel kedalam kompartemen jaringan.®* *

Lebih lanjut, dalam rangka merespons berbagai sinyal fisiologis.
baik itu sesuatu yang normal maupun patologis, fibroblas stromal merubah
fenotip dan fungsinya. Para patolog adalah yang pertama kali menemukan
bahwa fibroblas pada tumor adalah sangat unik dan mengalami perubahan-
perubahan yang dinamis yang berhubungan dengan progresi tumor. Pada
tumor. fibroblas discbut sebagai myofibroblas, peritumoral fibroblas.
reactive stromal cells, dan carcinoma-associated fibroblast (CAF). Secara
khas mereka memperiihatkan indeks proliferatif yang lebih tinggi
dibandingkan dengan fibroblas pada jaringan normal. sering
mengekspresikan a-smooth muscle actin, dan umumnya dikelilingi oleh
kolagen fibrilar — dimana gambaran ini umum pada beberapa jenis kanker
pada manusia. seperti kanker payudara, prostat. pankreas. kolon dan
kanker paru — dan disebut sebagai desmoplasia dan dikaitkan dengan

o . F i . (42
pengerahan sel-sel inflamasi dan aktivasi program angiogenik."*”’

Matrix binding angiopenic bctors

(VEGE, bFGE. TGF-, cic.) \
e AN
- . ! 183ue maty. .

G Free Tissoe
Mooocyts ‘Tamor- o mlz:'; Bactors remodeling
s\ ) T | iibiors N\
vmaic (8w bFGE,

: TGF-B, TNF -, - _
. % IL-6, ete. ’@:"
\_ Macrophage / =~ Endothelial call

Non-matrix binding zngiogenic factors
(IL-8, [L-6. TNF-e, EGF, etc)

Gambar 2. 8. Berbagai factor yang terlibat dalam TAM wyang dihubungkan dengan
angiogenesis tumor. (diambil dari J.Cancer Mol., 2006)
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Pada awalnya dari beberapa penelitian diperkirakar . veaksi
desmoplastik dikaitkan dengan prognosis yang kurang baik pada kanker
payudara dan kanker kolorektal, dimana beberapa signifikansi tidak
dijumpai pada kanker rektal. Salah satu alasan dari kontroversi ini
kemungkinan adalah reaksi desmoplastik di evaluasi dengan cara
menghitung jumlah relatif dari jaringan fibrosa. Namun kemudian telah
didapatkan bukti-bukti baru yang mendukung bahwa myofibroblas
memegang peranan penting dalam pembentukan cancer-associated
stroma. Myofibroblas muncul selama proses penyembuhan luka dan
selama progresi tumor dan menghilang sejalan dengan rekonstruksi
jaringan dan regresi tumor. Dijumpai pula bahwa ekspresi o-smooth
muscle actin merupakan indikator universal akan prognosis yang buruk
pada keseluruhan rantai tahapan kanker kolorektal, sebagaimana juga pada
kanker kolorektal stadium II saja, dan hal itu mengidentifikasi bahwa
pasien berisiko mengalami kekambuhan dalam katagori adenckarsinoma
yang berdiferensiasi baik atau sedang. Dari penemuan ini diduga
myoﬁbroblas- stromal memiliki gambaran-gambaran tertentu yang
memfasilitasi progresi kanker terlepas dari penyebaran kanker ke kelenjar

getah bening ataupun diferensiasi tumor.!'”
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BAB Il
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Kerangka Konsep

Angiogenesis merupakan langkah yang esensial baik pada
pertumbuhan tumor primer maupun metastasis. Kemampuan angiogenesis
yang ditunjukkan dengan peningkatan ekspresi VEGF pada kanker
kolorektal. berkorelasi dengan keganasan vang lebih tinggi dan survival
yang buruk, '**

Pada penelitian ini. ekspresi VEGF-A pada pasien kanker
kolorektal usia kurang dart 40 tahun yang seringkali prognosisnya lebih
buruk. dibandingkan dengan ekspresi VEGF-A pasien kanker kolorcktal
usia lebih 60 tahun. Sckaligus juga membandingkan reaksi desmoplastik
yang terjadi pada kedua kelompok usia tersebut diatas. Dimana reaksi
desmoplastik pada beberapa penelitian mempunyai peran scbagai

pendukung atau memfasilitasi tumorigenesis dan progresi beberapa

karsinoma. sehingga merupakan suatu petanda penting yang potensial
un

untuk diagnosis dan prognosis kanker.

Keterangan :
------------ = Ruang lingkup penelitian

Gambar IIL 1. Kerangka konsep penelitian
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3.2. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan studi retrospektif mengenai ekspresi
VEGF-A dan reaksi Desmoplastik pada sampel PA pasien kanker
kolorektal usia muda (<= 40 tahun) dan pada pasien kanker kolorektal usia
tua (>= 60 tahun), Ekspresi VEGF-A diperiksa dengan menggunakan
metode Imunohistokimia. Reaksi Desmoplastik diperiksa dengan
memberikan pulasan rutin Hematoxylin Eosin dan sediaan dibaca dengan

menggunakan mikroskop cahaya.

3.3. Lokasi Penelitian

Penelitian di lakukan di laboratorium Patologi Anatomi Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia. Penelitian ini telah disetujui oleh
komite etik FKUI No. 377/PT02 FK/ETIK/2008.

3.4. Populasi dan Sampel Penelitian

- Populasi penelitian adalah jaringan yang berasal dari hasil biopsi
dan reseksi jaringan massa tumor adenokarsinoma kolorektal yang
diperoleh dari pasien-pasien usia muda (<= 40 tahun) dan usia tua
{>=60 tahun).

- Sampel penelitian adalah blok parafin jaringan massa tumor
adenokarsinoma kolorektal yang digunakan untuk pemeriksaan
VEGF-A dengan metode imunohistokimia, dan juga digunakan
untuk pemeriksaan Reaksi Desmoplasia dengan membuat pulasan

histopatologi rutin Hematoksilin Eosin dari massa tumor.

3.5. Kriteria Inklusi dan Eksklusi
3.5.1. Kriteria Inklusi

1. Pasien kanker kolorektal usia < 40 tahun dan > 60 tahun.
Telah menjalani operasi/biopsi.

Spesimen jaringan mengandung sel tumor yang cukup.

Eal

Spesimen jaringan diperiksa di laboratorium Patologi Anatomi
Fakuitas Kedokteran Indonesia.
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3.5.2. Kriteria Eksklusi .
1. Pasien bukan kanker kolorektal usia < 40 tahun dan > 60 tahun.
2. Spesimen jaringan tidak mengandung sel tumor yang
cukup/jaringan habis.
3. Pﬁlasan Imunohistokimia tidak spesifik.

3.6. Besar Sampel
Perhitungan besar sampel minimal berdasarkan rumus untuk uji

hipotesis terhadap 2 proporsi :

nl=nd = ( Zl—afﬂ.u?Q + 2, ;PO + P20 )3
(aPy’

Keterangan :

n : besar sampel per kelompok

o : tingkat kemaknaan sebesar 5% = 0,05

- : Z skor untuk o sebesar 0,05 adalah 1,96

f 1 5% - 20%, biasanya 20% = 0,2 ; 1-f = 0,8

Zyp :Z skoruntuk B sebesar 0,8 adalah 0,842

P, : ekspresi VEGF pada usia muda = 60%

Py : ekspresi VEGF pada usia tua = 40%

AP :perbedaan minimal yang secara klinis bermakna (ditentukan
oleh peneliti) =30%

P : rata” dari Py dan P; = 45%

g :1-P=55%

Jadi jumlah sampel minimal adalah 42 orang pasien kanker
kolorektal per kelompok (kelompok usia muda dan kelompok usia tua).
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3.7. Cara kerja
3.7.1. Bahan

Bahan penelitian adalah spesimen blok parafin pasien tumor
kolorektal yang menjalani pemeriksaan dan pengobatan di RS
Ciptomangunkusumo pada tahun 2001 hingga 2008. Masing-masing
spesimen dibuat irisan setebal 4 pm dan direkatkan pada gelas obyek
sebanyak 3 buah, untuk pemeriksaan histopatologi dan melihat reaksi
desmoplasia serta ekspresi protein VEGF-A. Kontrol positif digunakan
jaringan kanker payudara.

3.7.2. Metode pemeriksaan

Meningkatnya proses angiogenesis dideteksi dengan pemeriksaan
imunohistokimia terhadap antigen VEGF-A, dengan menggunakan
antibodi monokional VEGF-A dan Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA,
USA, dengan memakai antibodi sekunder dari Trekkie Universal Link,
Biocare Medical, USA.

3.7.2.1. Carakerja

1. Spesimen dipilih secara konsekutif dan dibagi menjadi dua
kelompok, yaitu pasien-pasien yang berumur kurang dari 40
tahun dan lebih dari 60 tahun.

2. Dari spesimen yang memenuhi persyaratan, dibuat pentahapan
(grading) penyakit menurut klasifikasi WHO.“¥ Selain itu juga
dicatat data pasien yang meliputi usia saat diagnosis dan nomor
pemeriksaan Patologi Anatomi.

3. Dilakukan pemeriksaan histopatologi ulang pada seluruh sampel
spesimen usia kurang 40 tahun, dan sebagian sampel spesimen
usia lebih 60 tahun, disebabkan karena banyaknya sampel yang
tidak dijumpai lagi slaid histopatologinya. Slaid histopatologi

ini diperlukan juga untuk menilai reaksi desmoplasia.
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4. Dilakukan deparafinisasi terhadap jarngan tumor dan
-pemeriksaan imunohistokimia untuk mendapatkan ekspresi

protein VEGF-A.

3.7.2.2. Prosedur Laboratorium

Pulasan Imunohistokimia

Pulasan imunohistokimia tidak dilakukan dengan prosedur yang standar
yaitu tanpa menggunakan Antigen Retrievel dan tidak dilakukan over
night. Hal ini dilaksanakan setelah sebelumnya dilakukan trial dengan
menggunakan antigen retrievel dan antibodi primer dengan pengenceran
1/150, 1/200, 1/400, dan tanpa antigen retrievel dengan pengenceran
antibodi 1/100, 1/150 dan 1/200. Akhimya diputuskan yang terbaik adalah
tanpa menggunakan antigen retrievel dengan pengenceran antibodi 1/150.
Tahap-tahap pulasan imunohistokimia :

a) Dilakukan deparafinisasi dengan menggunakan xylol I — III
masing-masing 5 menit.

b) Rehidrasi spesimen dilakukan dengan memakai Alkohol
absolut, alkohol 96%, alkohol 80%, alkohol 70%, masing-
masing 4 menit.

¢) Lalu dicuet di air mengalir selama 5 menit.

d) Selanjutnya  dilakukan  blocking endogen  peroksida
(methanol+H;0,) selama 30 menit.

€) Cuci kembali di air mengalir selama 5 menit.

f) Dimasukkan kedalam PBS pH 7.4.

g) Dilakukan blocking dengan NHS 3% ( Normal Human Serum)
selama 30 menit. Lalu dibuang, dan direndam kembali ke dalam
PBS.

h) Diberi antibodi monoklonal primer selama 1 jam dengan
konsentrasi 1/150 (1pL antibodi VEGF-A + aquades 149uL).

i) Dicuci kembali dengan PBS.

j) Diberi antibodi sekunder selama 30 menit.

k) Dicuci kembali dengan PBS.
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[} L.audilabel dengan Streptavidin selama 30 menit.

m)Cuci kembali dengan PBS. -

n) Lalu diberni zat kromogen DAB selama 1-2 menit.

0) Setelah itu dicuci di air mengalir selama 5 menit.

p) Counterstain dengan hematoksilin selama 1 menit.

q) Cuci kembali dengan air mengalir.

r) Dicelupkan kedalam Lithium Carbonat jenuh (5% dalam
aquades) selama 3 — 4 celup.

s) Birukan dalam air mengalir.

t) Lalu dilakukan dehidrasi dengan alkohol 80%, alkohol 96%,
alkohol absolut, masing-masing 5 menit.

u) Clearing dengan Xylol I — II — III.

v) Mounting dan ditetesi dengan entellan lalu ditutup dengan cover

glass.

Pulasan Hematoksilin Eosin

a) Dilakukan deparafinisasi pada slide dengan memakai Xylol I —
11 — 111, masing-masing 5 menit.

b) Rehidrasi dengan memakai Alkoho! absolut, alkohol 96%,
alkohol 70%, masing-masing selama 5 menit.

¢) Dicuci di air mengalir selama 5 menit.

d) Dimasukkan ke dalam Hematoksilin (larutan Meyer) selama 7
menit.

¢) Dibilas di air mengalir selama 10 menit.

f) Dicelupkan ke dalam Lithium Carbonat jenuh sebanyak 2-3
celup atau 1-2 menit direndam.

g) Bilas di air mengalir selama 5 menit, dilihat apakah warna
birunya sudah cukup, jika belum dimasukkan kembali ke larutan
Meyer (hematoksilin) selama 2 menit saja, lalu dibilas di air
mengalir.

h) Direndam dalam Eosin selama 1-2 menit.
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1) Dilakukan dehidrasi dengan Alkohol 70%, alkohoi £0%,
alkohol 96% dan alkohol absolut, masing-masing selama 3
menit.

3} Lalu clearing dengan memakai Xylol I - 1I - II1.

k) Ditetes dengan entellan dan ditutup dengan cover glass.

3.8. Cara mengukur ekspresi VEGF

Dinilai prosentase sel tumor yang immunoreaktif terhadap VEGF-
A, dengan menggabungkan prosentase positivitas VEGF-A dan intensitas
pulasan. Pertama dihitung prosentase rata-rata positivitas VEGF-A pada

sel tumor dalam lima lapang pandang besar.

Nilai skoring positivitas :

> Positif <30% : skor 1
> Positif 30% —60%  :skor2
> Positif > 60% : skor 3

Nilai skoring intensitas :
» Mayoritas sel tumor dengan intensitas positif lemah : skor 1
> Mayoritas sel tumor dengan intensitas positif sedang : skor 2
» Mayoritas sel tumor dengan intensitas positif kuat  : skor 3

Nilai gabungan :
> Positif ringan »skorl—3
» Positif kuat :skord -6

3.9. Cara menilai reaksi Desmoplasia

Dinilai dengan menggunakan spesimen histologik tumor yang telah
diwamnai dengan pewarnaan HE. Dilihat dalam 5 lapang pandang besar
dan ditentukan :

a. Ada reaksi desmoplastik

b. Tidak ada reaksi desmoplastik
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Penilaian :
» Reaksi Desmoplastik Sedikit jika < 50%
» Reaksi Desmoplastik Keras jika > 50%

3.10. Pentahapan (grading)
Dilaksanakan berdasarkan pentahapan WHO “¥ yaitu :
> Diferensiasi baik (grade 1) : lesi memiliki > 95% kelenjar.
» Diferensiasi sedang (grade 2) : lesi memiliki 50 — 95% kelenjar.
» Diferensiasi buruk {grade 3) : lesi memiliki 5 — 50% kelenjar.
» Undiferensiasi (grade 4) : lesi memiliki < 5% kelenjar.
Jenis Signet cell dimasukkan dalam grade 3 (diferensiast buruk).
Jenis Medullary dimasukkan dalam grade 4 (undiferensiasi).

Jenis Mucinous adenocarcinoma dimasukkan dalam grade 3.
Menurut pentahapan WHO yang terakhir :
> High grade adalah yang berdiferensiasi burnk dan undiferensiasi

» Low grade adalah yang berdiferensiasi baik dan sedang.

3.11. Rencana analisa data dan Cara analisa data

34

Data dikumpulkan dalam satu tabel induk kemudian diolah dengan

menggunakan program statistik SPSS versi 1.6, Dilakukan pemeriksaan

ekspresi VEGF-A, bila pada pemeriksaan temyata tidak didapatkan

sampel dengan ekspresi VEGF-A negatif, akan dilakukan analisis

berdasarkan prosentase sel yang positif dan intensitas pulasan. Untuk

melihat perbandingan ekspresi VEGF-A pada usia < = 40 tahun dengan

usia > = 60 tahun, digunakan uji Chi Square. Uji statistik dinyatakan

bermakna bila nilai p < 0.05.

3.12. Definisi Operasional

a. Usia : adalah umur pada saat diagnosis yang dihitung dari tanggal

lahir pasien.
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b. Pentahapan (grading) tumor menggunakan sistem World Health
Organization (WHO) : Pathology and Genetics of Tumowr of the
Digestive System. dibedakan menjadi High grade untuk yang
berdiferensiast buruk dan undiferensiasi dan Low grade untuk yang
berdiferensiasi baik dan sedang.

c. Reakst Desmoplasia adalah reaksi yang disebabkan karcna
perubahan-perubahan yang dinamis pada cancer-associated stroma
yang menyerupai reaksi penyembuhan luka. Reaksi ini didukung
olch aktivasi fibroblast host yang disebut sebagai “myofibroblast™.
Reaksi Desmopiastik keras jika dijumpai > 50%.

d. Ekspresi VEGF-A positif kuat jika nilai gabungan antara nilai
skoring prosentase positivitas dan nilai skoring intensitas

mendapatkan skor 4-6.

3.13. Alur Penelitian

- Spesimen tumor dalamblokpafa’ﬁn

Umur < =40 tahun Usia >=60 tahun -

- Pemeriksaan Histopatologi
. Pemeriksaan Imumohistokimia = -
Fkspresi VEGF .. T
Realsi Desmoplasia -

=

Gambar I11. 2. Alur penelitian
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BAB 1V
HASIL PENELITIAN

4.1, Kriteria Subyek Penelitian

Pengumpulan subyek penelitian dimulai dari penelusuran data
pasien kanker kolorektal di Bagian Patologi Anatomi FKUI/RS Cipto
Mangunkusumo. Dari arsip tahun 2001 sampai 2008 diperoleh 78 kasus
yang dapat dianalisis uniuk penelitian ini.

Telah didapatkan 42 pasien kanker kolorektal usia kurang dari 40
tahun dan 36 pasien kanker kolorektal usia lebih dari 60 tahun. Terdiri dari
pasien laki-laki sebanyak 37 orang dan pasien perenipuan sebanyak 41

orang. Karakteristik lainnya terdapat pada Tabel 4.1.

Tabel 4. 1. Karakteristik Demografi

Karakteristik Jumlah Persentase
Kelompok umur
« « 40 tahun 42 53,8
- > 60 tahun 35 46,2
Total 78 100,0

Jenis kelamin

- Laki-laki 37 47,4
- Perempuan 41 52,6
Total 78 100,0

4.2. Histopatologi dan Pentahapan (Grading)

Data histopatologi yang diperoleh baik pada usia kurang dari 40
tahun maupun pada usia lebth dari 60 tahun. masing-masing menunjukkan
bahwa jenis Adenokarsinoma merupakan jenis terbanyak dengan jumlah
yang hampir sama pada kedua kelompok umur. Selain itu, pada usia
kurang dari 40 tahun maupun pada usia lebih dari 60 tahun dipcroleh data

jenis musinosum sama banyak yaitu 4 orang. Namun jenis Karsinoma Sel
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Cincin hanya ditemukan pada usia kurang dari 40 tahun sebanyak 4 orang,
Tabel 4. 2,

Tabel 4. 2. Karakteristik jenis Histopatologi dan Grading pada
kelompok usia < 40 tahun dan usia > 60 tahun

< 40 tahun » 60 tahun Jumlah
N N

Jenis histopatologi =
Adenokarsinoma 34 32 58
Adenockarsinoma musinosum 4 4 8
Karsinoma sel cincin 4 o 4
Total 42 36 78
Grading :
High grade 10 e 19
Lowgrade 3z 27 59
Total 42 36 78

4.3. Hasil Pulasan Imunohistokimia VEGF-A

Dari hasil pulasan imunohistokimia spesimen baik pada kelompok
umur kurang dar 40 tahun ataupun pada kelompok umur lebih dari 60
tahun diperoleh hasil jenis adenokarsinoma pada kedua kelompok umur
menunjukkan positivitas yang hampir sama kuat. Hasil pulasan
imunochistokimia VEGF-A dapat dilihat pada Tabel 4. 3 dan Gambar 4. 1.
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Tabel 4. 3. Hubungan VEGF-A pada kelompok umur < 40 tahun dan
> 60 tahun dengan Jenis tumor, Grading dan Reaksi Desmoplastik

Tipe tumor :
- Adenokarsinoma
- Musinosum
- Signet ring cell
Grade ;

- High
-Low

Reaksi Desmoplasia :

- Keras » 50%
- Sedikit < 50%

Ekspresi VEGF-A

< 40 tahun (n=42)

» 60 tahun (n=36)

{+) Kuat (+) Ringan {+) Kuat (+) Ringan
33 (78,6%} 1(2,4%) 32 (B8,9%) 0
4(9,5%) 0 4(E1,1%) 0
3(7.1%) 1(2,4%) 0 0
2 (19%) 1(2,4%) 9 (25%) 0
32 (76,2%) 1(2.4%) 27 (75%) 0
24 (57.1%) 0 14 (38,9%5) 0
16 (38,1%) 2 (4,8%) 22 (61.1%) 0

Gambar 4. 1. Hasil pulasan Imunohistokimia

(A) kontrol positif (B) kontrol negatif (C} pulasan imunohistokimia VEGF
positif kuat (C) pulasan imunohistokimia positif ringan. (200X)
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Hasil pulasan imunochistokimia VEGF-A baik pada kelompok usia
kurang dari 40 tahun maupun pada kelompok usia lebih dari 60 tahun
menunjukkan tidak adanya perbedaan pada positivitas kuat. Dapat dilihat
pada Tabel 4. 4.

Tabel 4. 4. Hubungan VEGF-A dengan kelompok usia < 40 tahun dan
kelompok usia > 60 tahun

Ekspresi VEGF-A
{+) Kuat {#} Ringan Jumiah
Usia :
- <40 tabun 40 (95.2%) 2 (4,8%) 42
- > 60 tahun 36 (100%) 0 36

Pada hasil ini tidak dapat dilakukan perhitungan nilai p secara
statistik dengan menggunakan rumus Chi Square karena tidak memenuhi
persyaratan yaitu disebabkan adanya nilai 0 (nol).

Pada keseluruhan sampel (n=78) diperoleh hasil 97.4% mengekspresikan

VEGF-A (+) kuat. dan 2.6% mengekspresikan VEGF-A (+) ringan.

2,6%

Gambar 4. 2. Diagram pie yang memperlihatkan jumlah sampel yang
mengekspresikan VEGF-A (+) kuat dan ringan.

Universitas Indonesia

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009



40

Hasil pulasan yang menunjukkan VEGF-A (+) kuat dihubungkan
dengan jenis tumor, grading dan reaksi desmoplasia, terlihat pada Tabel 4.
5. dibawah ini.

Tabel 4. 5. Hubungan VEGF-A (+) Kuat pada kelempok usia < 40
tabun dan > 60 tahun dengan Jenis tumor, Grade dan Reaksi
Desmoplastik

VEGF-A (+) Kuat
<< 40 tahun > 60 tabon

Jenis tnmor

- Adenokarsinoma 33 (78.6%) 32 (88,9%)

- Non Adenokarsinoma 7(16,7%) 4(11,1%)
Grade

- High grade 8 (19%) 9 (25%)

- Low grade 32 (76.2%) 27 (75%)
Reaksi Desmoplastik

- Keras (> 50%) 24 (57,1%) 14 (38,9%)

- Sedikit (< 50%) 16 (38%) 22 (61,1%)

4.4. Hasil Pulasan HE pada Reaksi Desmoplastik

Penilaian reaksi desmoplastik dilakukan hanya dengan
menggunakan spesimen yang diwamai dengan pewarnaan rutin HE. Hasil
pulasan HE pada spesimen dapat memperlihatkan reaksi desmoplastik
keras atau ringan baik pada kelompok usia kurang dari 40 tahun maupun
pada kelompok usja lebih dari 60 tahun. Dapat dilihat pada Tabel 4. 6.
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Gambar 4. 3. (A) Pulasan HE - menunjukkan gambaran reaksi
desmoplastik keras (B) Pulasan HE — menunjukkan gambaran reaksi

desmoplastik sedikit. (200X)

Tabel 4. 6. Hubungan VEGF-A dengan Reaksi Desmoplastik pada
kelompok usia < 40 tahun dan > 60 tahun

VEGF-A
(+) Kuat (+) Ringan
Usia < 40 tahun
Keras 24(57,1%) 0
- Reaksi Desmoplastik
Sedikit 16 (38%) 2 (4.8%)
Usia > 60 tahan
Keras 14 (38,9%) 0
- Reaksi Desmoplastik
Sediknt 22 (61.1%) o
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Tabel 4. 7. Perhitungan statistik Reaksi Desmoplastik pada kedua
kelompeok usia menggunakan rumus Chi-square

Reaksi Desmoplasia Jumiah
Keras Sedikit

Usia < 40 tahun 24 18 42
Usia » 60 tahun 14 22 36

Jumlah 38 40 78
Dari perhitungan diperoleh nilai :
X* = 6,49
p=0,011

Hasil : Terdapat perbedaan bermakna antara derajat reaksi desmoplastik
pada stromal kanker kolorektal usia kurang dari 40 tahun dengan usia
lebih dari 60 tahun.

Nilat Odd Ratio = 2,1
Artinya : Terdapat kecenderungan sebesar 2.1 kali pada usia muda untuk
memiliki reaksi desmoplastik keras dibandingkan pada usia tua.

Tabel 4. §. Hubungan Reaksi Desmoplastik dengan Grade tumor pada
kelompok usia < 40 tahun dan kelompok usia > 60 tahun

Reaksi Desmoplastik
Keras Sedikit

.Usia <40 tahyn :
Grade tumor

- High grade 5(119%) 4(9.5%)

- Low grade 19 (45,2%) 14 (33,3%%)
Usiz > 60 tahun :
Grade tumor

- High grade 4(11,1%) 5(13,9%)

- Low grade 19 (27,7%) 17(47,2)
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Tabel 4. 9, Hubungan reaksi desmoplastik dengan jenis kelamin pada
total sampel

Reaksi desmoplasia
Keras Ringan
(m="78)
Laki-laki 12 (15%) 25 (32%)
Perempuan 26 (32%) 15 (19%)

Dari hasil ini menunjukkan total perempuan lebiti tinggi derajat reaksi
desmoplasianya dibandingkan pada laki-laki.
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BABYV
PEMBAHASAN

5.1. Karakteristik Demografik

Sampel pada penelitian ini adalah pasien kanker kolorektal pada
kelompok usia dibawah 40 tahun dan kelompok usia diatas 60 tahun tanpa
memperhatikan stadium penyakit. Hal ini mengacu pada data dari RS
Cipto Mangunkusumo bahwa umumnya kanker kolorektal datang
pertamakali sudah dalam keadaan stadium penyakit yang lanjut. Pada
penelitian ini jumlah kasus kanker kolorektal yang memenuhi kriteria
inklusi adalah 78 kasus dengan sebaran kelompok usia dibawah 40 tahun
sebanyak 42 orang (53,8%) dan kelompok usia diatas 60 tahun sebanyak
36 orang (46,2%). Penentuan usia kurang dari 40 tahun dan lebih dari 60
tahun ditentukan secara arbitrary dan berdasarkan penelitian-penelitian
terdahulu yang pernah dilakukan pada kanker kolorektal. Secara kebetulan
jenis kelamin sampel perempuan dan laki-laki pada penelitian ini
didapatkan dalam jumlah yang hampir tidak berbeda.

Sampel penelitian yang digunakan tidak hanya berasal dad
jaringan operasi tetapi juga dari jaringan hasil biopsi, sehingga kadang-
kadang diperoleh jaringan yang kecil dengan jumlah tumor yang sedikit,

narpun masih termasuk dalam kriteria inklusi.

5.2. Karakteristik Histopatologi dan Pentahapan (Grading)
Karakteristik histopatologi yang diperoleh dari penelitian ini baik
pada usia kurang dari 40 tahun maupun pada usia lebih dari 60 tahun
menunjukkan jenis histopatologi yang terbanyak adalah adenokarsinoma.
Hal ini sesuai dengan data dari penelitian-penelitian yang pernah
dilakukan sebelumnya. Sedangkan jenis adenokarsinora musin dijumpai
sama banyaknya pada kedua kelompok usia. Hal ini berbeda dengan
beberapa hasil penelitian yang pernah dilakukan sebelumnya. Chen,
et.alV mendapatkan karakteristik histopatologi dari penelitian yang

dilakukannya bahwa jenis adenokarsinoma musin pada pasien kanker
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kolorektal usia muda jauh lebih banyak dibandingkan pada usia yang lebih
tua. Dari penelitian ini juga didapatkan pada kelompok usia kurang dari 40
tahun terdapat 4 pasien dengan jenis karsinoma sel cincin, dimana pada
kelompok usia lebih dari 60 tahun tidak ditemukan jenis tersebut.

Gambaran Grading tumor yang diperoleh pada penelitian ini
menunjukkan tidak adanya perbedaan yang berarti antara kedua kelompok
usia, baik untuk sebaran high grade maupun low grade. Namun demikian
sebaran Jow grade lebih banyak dibandingkan sebaran high grade, pada
kedua kelompok usia.

5.3. Pulasan Imunohistokimia

Pada beberapa penelitian terdahulu mengenai ekspresi VEGF-A
dengan menggunakan metode imunohistokimia, pewamaan mencapai 10-
20% dianggap sebagai ekspresi positif.” ) Hal ini sesuai dengan
penelitian ini dimana ditentukan nilai positivitas <30% memiliki skor 1,
dan seterusnya 30-60% skor 2, >60% skor 3.

Dari pulasan imunohistokimia pada penelitian ini diperoleh hasil
seluruhnya VEGF-A (+). Tidak terdapat hasil VEGF-A. negatif. Baik pada
kelompok usia kurang dari 40 tahun maupun pada kelompok usia lebih
dari 60 tahun, jenis adenokarsinoma lebih banyak mengekspresikan
VEGF-A () kuat (78,6% dan 88,9%) dibandingkan dengan jenis
histopatologi lainnya.

Pada penelitian ini ingin membuktikan bahwa terdapat perbedaan
ekspresi VEGF-A pada usia muda dan usia tua. Namun ternyata hasil
penelitian ini tidak memperlihatkan adanya perbedaan ekspresi VEGF-A
(+) secara berarti antara kelompok usia muda dan usia tua. Menurut
peneliti, hal ini kemungkinan bisa disebabkan karena pemakaian sampel
yang berasal dari jaringan biopsi (terlalu kecil) sehingga kurang dapat
menggambarkan ekspresi VEGF-A dengan baik. Selain itu dalam
penelitian ini tidak memperhatikan stadium penyakit, sedangkan dari hasil
penelitian oleh Takahashi et af* dengan pewarnaan imunohistokimia

nampak bahwa ekspresi protein VEGF dan reseptornya lebih tinggi pada
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kanker kolorektal yang telah metastasis dibandingkan dengan yang non-
metastasis. Karena itu untuk penelitian lebih lanjut perlu diperhatikan
faktor stadium penyakit.

Pada penelitian yang dilakukan oleh George LM, et al®’ diperoleh
bukti bahwa meningkatnya VEGF-A terjadi pada tahap akhir dari
adenoma-carcinoma sequence didukung oleh penelitian dengan
imunohistokimia. George dkk juga membandingkan dengan penelitian
sebelumnya yang menggunakan antibodi poliklonal VEGF-A untuk
imunostaining dan menghasilkan ekspresi sebesar 30% hingga 50% pada
kanker kolorektal. Dimana penelitian yang dilakukan oleh George dkk
menggunakan antibodi monoklonal VEGF-A untuk imunohistokimia,
yang menunjukkan hasil positivitas sebesar 20% pada kanker kolorektal.
Hal ini menunjukkan dengan meningkatnya spesifisitas dari antibodi
monoklonal akan menjelaskan prosentasi positivitas tumor yang lebih
rendah pada penelitian oleh George dkk, dibandingkan dengan penelitian
sebelumnya.

Pada gambar 4. 3. diagram pie memperlihatkan dari total
keseluruhan sampel ternyata 96,4% mengekspresikan VEGF (+) kuat dan
hanya 2,6% yang mengekspresikan VEGF (+) ringan. Hasil penelitian ini
juga tidak dapat diolah secara statistik dengan rumus Chi Square karena
terdapat nilai nol pada salah satu sel nya.

Melihat hasil tidak adanya perbedaan ekspresi VEGF pada usia
muda dan usia tva, perlu dipertimbangkan disini faktor stroma tumor,
dimana telah diketahui dengan baik bahwa stroma juga menghasilkan
faktor pertumbuhan VEGF. Suatu kanker tidak hanya terdiri dari sel-sel
tumor tetapi juga mengandung infrastruktur stromal, termasuk pembuluh
darzh tumor yang disiapkan oleh host. Fakior-faktor stromal mengatur
pertumbuhan dan diferensiasi sel tumor, dimana keduanya merupakan
faktor penentu perilaku tamor yang penting*® Sun XF dan Zhang H®
menjelaskan pada kanker kolorektal terdapat berbagai vanabel pada
stromal yang harus diperhatikan karena mempunyai nilai yang berarti

terutama berkaitan dengan pengobatan. Pada stromal fumor, sering dapat
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dijumpai jenis sel inflamasi yang penting, disebut Tumor-Associated
Macrophag (TAM), dimana TAM ini mempunyai efek menghambat tumor
dan efek mempromosi tumor. TAM memproduksi faktor-faktor
pertumbuhan dan angiogenik seperti fibroblast growth factor, VEGF,
epidermal growth factor, IL-8, dan juga enzim protease yang akan
mendegradasi matriks ekstra sel tumor.

Selama masa progresi tumor, sel-sel tumor harus menata ulang
matriks baik dengan cara mengekspresikan protein-protein atau
mendegradasi matriks ekstra sel untuk memfasilitasi komunikasi dengan
microenvironment. Penataan ulang microenvironment disekeliling sel-sel
tumor ini akan mengakibatkan pelepasan faktor-faktor pertumbuhan yang
berhubungan dengan matriks ekstra sel, yang dapat berfungsi untuk
menekan atau menginduksi pertumbuhan tumor. Matrix Metalloproteinase
(MMP) adalah keluarga proteinase yang mendegradasi matriks
ekstraselular, dan MMP ini disekresi baik oleh sel-sel tumor maupun sel-
sel stromal. Masing-masing MMP ini spesifik dan memiliki karakteristik
yang berbeda, dan mempunyai peran yang menonjol dalam homeostasis
jaringan. Lebih jauh lagi, beberapa jenis MMP merangsang angiogenesis
untuk mempromosi pertumbuhan tumor dan invasi.!'>

Beberapa faktor pertumbuhan polipeptida yang pro-angiogenik,
terutama VEGF, bFGF dan TNF, di ekspresikan sangat tinggi pada
perkembangan tumor seperti juga pada proses fisiologis penyembuhan
luka. MMP mengatur pelepasan faktor-faktor ini, membuat mereka siap
untuk berinteraksi dengan reseptornya pada sel pembuiuh darah dan
kemudian mengaktivasi perkembangan pembuluh-pembuluh darah yang
berhubungan dengan tumor."?

Pada tabel 4. 5. Memperlihatkan grading tumor yang lebih
rendah (low grade) nampak lebih banyak mengekspresikan VEGF-A (+)
kuat pada kedua kelompok wsia tanpa perbedzan yang berarti. Hal ini
berbeda dengan penelitian yang pernah dilakukan oleh Kekec, et.al ©%
dimana tumor dengan lower grade cenderung tidak mengekspresikan

VEGF-A (negatif). Keterkaitan antara grading tumor dengan VEGF-A
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memang belum jelas, namun beberapa penelitian terdahulu menunjukkan
kecenderungan ekspresi VEGF-A yang makin tinggi pada grading tumor
yang lebih tinggi, walaupun secara statistik hasil ini tidak bermakna.
Masih terdapat banyak kemungkinan untek meneliti lebih lanjut
keterkaitan antara grading tumor dengan ekspresi VEGF-A, dengan
menggunakan sampel yang lebih besar dan berasal dari jaringan reseksi
tumor. Informasi mengenai hal ini tentu sangat berarti sebagai salah satu
indikator prognostik.

Secara keselurzhan, Sun XF, et @/ menyimpulkan dalam
penelitiannya, bahwa ekspresi VEGF yang tinggi dihubungkan dengan
besarnya ukuran tumor, jenis karsinoma non-musin, stadium lanjut, invasi
pembuluh darah, penyebaran ke organ hati, banyaknya metastasis dan
kekambuhan,

5.4. Pulasan Hematoksilin Eosin

Reaksi Desmoplastik pada penelitian ini dianggap sebagai
penelitian awal (preliminary), karena peneliti hanya menilai reaksi
desmoplastik dengan pulasan rutin HE, bukan pulasan imunohistokirmia,
dan untuk menjawab hipotesa apakah terdapat perbedaan derajat reaksi
desmoplasik pada kelompok usia muda dan usia tua, dan apakah reaksi
desmoplastik yang terjadi pada stromal tumor ada hubunganonya dengan
ekspresi VEGF.

Hasil penelitian (tabel 4. 6) memperlihatkan adanya reaksi
desmoplastik keras (57,1%) pada kelompok usia kurang dari 40 tahun
yang mengekspresikan VEGF-A (+) kuat. Hal ini nampak sangat berbeda
bila dibandingkan dengan kelompok wusia 60 tahun lebih yang
menunjukkan reaksi desmoplastik keras hanya sebesar 38,9% yang juga
mengekspresikan VEGF-A (+) Kuat. Pada kelompok usia ini, yang
nampak lebih dominan adalah reaksi desmoplastik yang sedikit (61,1%)
namun mengekspresikan VEGF-A (+) kuat.

Dari hasil perhitungan statistik (tabel 4. 7) diperoleh hasil adanya
perbedaan yang bermakna pada derajat reaksi desmoplastik usia muda dan
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usia tua (p = 0,01). Dan ternyata setelah dihitung pula odd ratic nya
diperoleh hasil OR = 2,1, yang menunjukkan bahwa usia muda memiliki
kecenderungan sebesar 2,1 kali untuk memiliki reaksi desmoplastik keras
dibandingkan pada usia tua. Hal int sangat berarti mengingat reaksi
desmoplastik merupakan reaksi yang terjadi pada stroma yang dapat
menunjang proses tumorigenesis dan merupakan indikator untuk
kekambuhan dan progresivitas penyakit.

Adanya reaksi desmoplastik keras yang terkait dengan ekspresi
VEGF-A (+) kuat, menunjukkan hal ini sejalan dengan teori yang
menjelaskan bahwa reaksi desmoplastik diperkirakan merupakan suatu
respon dari sel-sel hos: terhadap adanya rangsangan oleh sel-sel tumor,
dimana melibatkan myofibroblast, suatu komponen stroma tumor yang
turut berperan dalam remodeling jaringan dengan menghasilkan faktor-
faktor pertumbuhan antara lain VEGF untuk mengaktifkan program

) Dari gambaran ini menunjukkan bahwa ada

angiogenik.“*>
hubungannya antara derajat reaksi desmoplastik yang terjadi pada stromal
tumor dengan ekspresi VEGF-A.

Namun reaksi desmoplastik sedikit yang terlihat dominan pada
kelompok usia Iebih dart 60 tahun, yang mengekspresikan VEGF-A (+)
kuat, nampaknya tidak sejalan dengan teori. Hal ini masih mungkin
disebabkan oleh faktor-faktor lain yang turut berperan dalam menentukan
derajat reaksi desmoplasia dan masih memerlukan penelitian lebih lanjut
dan lebih spesifik mengenai VEGF pada stromal tumor.

Hal lain yang dapat dilibat dari penelitian ini yaitu keterkaitan
antara grading tumor dengan reaksi desmoplastik yang terlihat pada tabel
4. 8. Hasil penelitian menunjukkan pada kelompok usia kurang dari 40
tahun yang mempunyai grade tumor yang low grade (45,2%)
memperlihatkan derajat reaksi desmoplastik nya keras. Sedangkan pada
kelompok usia lebih dari 60 tahun yang mempunyai grade tumor yang low
grade (47,2%) memperlihatkan derajat reaksi desmoplastik nya sedikit.
Dalam penelitian ini memang tidak bertujuan mencari korelasi antara

grading tumor dengan reaksi desmoplastik, namun keberadaan data ini
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sebagai data sampingan dar penelitian ini kemungkinan memiliki nilai
vang cukup berarti apabila diteliti lebih lanjut.

Pada tabel 4. 9 diperlihatkan keterkaitan antara jenis kelamin
dengan reaksi desmoplastik. Temyata hasil penelitian ini memperlihatkan
dari keseluruhan sampel, jenis kelamin perempuan lebih banyak
mengekspresikan reaksi desmoplastik keras dibandingkan dengan laki-
laki. Hal ini menarik untuk dilakukan penelitian lebih lanjut terhadap
faktor-faktor yang furut menentukan mengapa pada perempuan
memperlihatkan reaksi desmoplastik keras lebih banyak. Apakah faktor-
faktor itu adalah diet, hormonal, sistim imun tubuh dan lain-lain.

Rangkuman :

VEGF-A dianggap sebagai indikator prognostik buruk yang
independen untuk disease free survival dan overall survivor. Selain itu
VEGF-A juga merupakan mediator kunci untuk proses angiogenesis, oleh
karena itu menghambat proses ini merupakan strategi yang penting dan
efektif untuk mengobati kanker. Status VEGF-A penting untuk diketahui
karena :

>  Untuk mengetahui prognosis tumor
» Untuk kepentingan pengobatan, terutama tumor-tumor yang
mengekspresikan faktor ind.

Stromal tumor yang diketahui sangat kompleks, memiliki faktor-
faktor stromal yang bervarasi. Melalui stimulasi faktor-faktor stromal,
jumlah dan konstruksi pembuluh darah dan kelenjar getah bening pada
stromal tumor dapat diubah. Faktor-faktor stromal tersebut antara lain
VEGF, VEGFR, TII (Tumor Inflammatory Infiltration), MMP dan lain-
lain. Interaksi antara faktor-faktor stromal pertumbuhan dan anti
pertumbuhan pada stroma tumor akan mempengaruhi pembentukan,
perkembangan dan progresi kanker kolorektal.

Hasil penelitian yang menunjukkan tidak adanya perbedaan yang
bermakna antara ekspresi VEGF-A(+) kuat pada kelompok usia muda dan
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usia tua, dapat dipertimbangkan pula pentingnya melihat faktor stadium
tumor dalam penelitian ini, selain juga faktor stromal tumor, dimana
stromal juga menghasilkan VEGF.

Reaksi desmoplastik merupakan suatu gambaran perubahan yang
dinamis pada cancer-associated stroma, yang mirip dengan proses
penyembuhan Juka. Perubahan yang dinamis ini disebabkan karena pada
cancer-associated stroma terjadi berbagai interaksi antara sel tumor dan
sel jaringan host. Sel tumor berproliferasi dan menginvasi stroma dimana
sel-sel imun host berkumpul disekitar jaringan tumor dan kemudian
dirangsang pembentukan angiogenesis tumor. Reaksi desmoplastik ini
terutama didukung oleh aktivasi fibroblast yang disebut sebagai
myofibroblas. Myofibroblas menghasilkan matriks ekstraselular yang
mengandung kolagen, yang diperkirakan bertanggung jawab untuk
membentuk konsistensi keras pada beberapa karsinoma. Selain itu
myofibroblas juga mensekresi faktor-faktor pertumbuhan yang
merangsang proliferasi sel tumor, faktor-faldor angiogenik yang dapat
mengarah kepada pembentukan pembuluh darah baru pada tumor, dan
faktor-faictor inflamasi yang menarik sel-sel imun yang dapat mempromosi
tumor. Penelitian lebih lanjut mengenai reaksi desmoplastik ini dengan
menggunakan antibody spesifik akan sangat berarti karena reaksi
desmoplastik/myofibroblas tumor juga diperkirakan sebagai indikator
prognostik.

Hasil penelitian memperlihatkan adanya perbedaan derajat reaksi
desmoplastik pada usia muda dan usia tua. Selain itu juga diperlihatkan
adanya hubungan antara ekspresi VEGF-A dengan reaksi desmoplastik,
dimana reaksi desmoplastik keras memperlihatkan ekspresi VEGF-A (+)
kuat pada kelompok usia muda. Pada kelompok usia fua, dimana reaksi
desmoplastiknya ringan memperlihatkan eksprest VEGF-A{(+) kuat, Hal
ini perlu diteliti lebih lanjut apakah ada faktor-faktor lain yang turut
menentukan hubungan antara reaksi demoplastik dengan ekspresi VEGF-
A,
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan

1.

Pada keseluruhan sampel (n=78) diperoleh hasil sebanyak 97,4%
mengekspresikan  VEGF-A  (+)  kuat, sisanya 2,6%
mengekspresikan VEGEF-A (+) ringan. Tidak ada perbedaan yang
berarti pada kedua kelompok usia.

Terdapat perbedaan bermakna derajat reaksi desmoplastik pada
jaringan stroma kanker kolorektal usia muda dan usia tua, dimana
diperoleh hasil pada usia kurang dari 40 tahun yang menunjukkan
reaksi desmoplastik keras sebanyak 57,1% dan pada usia lebih 60
tahun reaksi desmoplastik keras sebesar 38,9%. Sedangkan reaksi
desmoplastik sedikit pada usia kurang dari 40 tahun sebesar 42,9%
dan pada usia lebih dari 60 tahun sebesar 61,1%.

Pada kelompok wusia kurang dari 40 tahun dengan reaksi
desmoplastik keras dan menunjukkan ekspresi VEGF-A (+) kuat
sebesar 57,1%. Ini berarti terdapat hubungan antara ckspresi
VEGF-A dengan derajat reaksi desmoplastik pada jaringan stroma
kanker kolorektal usia muda. Sedang pada usia lebih dad 60 tahun
ternyata diperoleh hasil reaksi desmoplastik sedikit yang
mengekspresikan VEGF-A (+) kuat sebesar 61,1%. Hal ini tidak
menunjukkan adanya hubungan langsung diantara keduanya. Hal
int perlu diteliti lebih lanjut, kemungkinan terdapat faktor-faktor
lain yang mempengaruhi hal ini.

0.2. Saran
1.

Untuk mengetahui lebih jauh mengenai ekspresi VEGF-A, dapat
dilakukan penelitian lebih lanjut dengan melibatkan stadium
tumor, selain juga melihat VEGF pada stroma. Kemungkinan hal
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ini akan dapat memberikan informasi yang lebih banyak tentang
VEGF sebagai salah satu faktor prognostik.

2. Penilaian derajat reaksi desmoplastik pada penelitian ini hanya
menggunakan pulasan rutin HE dimana belum dapat memberikan
gambaran secara spesifik faktor-faktor apa yang sebenarnya
terlibat dalam reaksi ini. Untuk itu perlu dilakukan penelitian lebih
lanjut untuk menilai derajat reaksi desmoplastik dengan
menggunakan antibodi spesifik a-smooth muscle actin.

3. Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut mengenai keterkaitan
faktor-faktor imun dengan reaksi desmoplastik, untuk mengetahui
mengapa pada usia lebih 60 tahun secara dominan dijumpai reaksi
desmoplastiknya sedikit namun mengekspresikan VEGF-A (+)
kuat.

4. Pada era tekhnologi “Nano” ini telah terdapat banyak metode
pemeriksaan yang menggunakan sampel dalam jumlah yang
sangat kecil. Sehingga fergantung pula pada metode
pemeriksaannya, sampe] kecil masih dapat dipergunakan.

5. Sebagaimana hasil yang diperoleh pada penelitian ini, bahwa
kedua kelompok usia mengekspresikan VEGF-A (+) kuat (97,4%
dari populasi yang diteliti), maka dapat diusulkan penggunaan
terapi anti angiogentk sebagai pengobatan pada kedua kelompok
usia tanpa memeriksa terlebih dahulu kadar ekspresi VEGF-A

nya.

o

. Data lain yang cukup menarik dari penelitian ini adalah usia muda
memiliki kecenderungan 2 kali lipat untuk mempunyai reaksi
desmoplastik keras disbanding laki-laki. Hal ini juga patut diteliti
lebih jauh faktor apa yang menyebabkan hal ini. Selain juga data
yang menunjukkan perempuan lebih banyak mempunyai reaksi
desmoplastik keras dibandingkan pada laki-laki, kiranya sangat
menarik bila diteliti faktor-faktor yang menyebabkan hal ini

seperti faktor diet, hormonal, sistim imun dan lain-lain.
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LAMPIRAN 1

PENJELASAN TENTANG PENELITIAN
FAKTOR PENYEBAB PROGRESIVITAS pada TUMOR
GANAS USUS BESAR USIA MUDA

Tumor ganas usus besar di indonesia ternyata lebih  banyak diatami
oleh orang usioc muda tanpa ada riwayat penyakit serupa dalam
keluarganya. Padahal, di negara-negara Barat, penyakit ini jarang mengenai
orang muda, dan bila terkena, 85% disebabkan oleh faktor keturunan. Selain
ifu, sifai penyakit di Indonesia cenderung lebih ganas dan sulit diobati. Oleh
karena itu limbul peranyaan faktor apakoh yang mempengaruhi

perkembangan dan progresivitas penyakit tumor ganas usus besar pada
orang indonesia usia muda.

Penelifion ini bertujuan mencari salah satu faktor
penyebab mengapa perjalanan penyakit fumor ganas
usus besar pada pasien uwsia muda lebih cepat
memburuk dibandingkan dengan pasien usia  tua.
Dengan mengetahui salah satu fakior penyebabnya,
diharapkon dapat diteiapkan strategi pengobatan yang
lebih baik dan tepat di masa datang.

Penelitian akan dilakukan dengon cara memeriksa kembali conioh
jaringan vsus besar yang diangkat {operasi) dan disimpan/ diawetkan dalam
parafin padat di Bagian Patologi Anatomik. Confoh jaringan tersebut akan
diis sedikit dan ditelaah di laboratorium dengan teknik pulasan tertentu
untuk  memunculkan faktor poiensial progresivitas yang diduga
menyebabkan perjalanan penyakit fumor ganas usus besar tadi
menjadi lebih cepat memburuk pada pasien usia muda. Cleh
karena itu, tidak ada findakan yang akan dialomi oleh pasien

karena penelitian ini hanya memakai bahan jaringan sisa
operasi.

Untuk keperluan pemeriksaan conioh  jaringan  okan
diombil dari data sampel dan jaringan yang disimpan dalam
parafin padot di Laboratorium Patologi Anatomik. Semua data
yang berkaitan dengan sampel akan dijaga kerahasiaannya dan
hanya akan digunakan untuk kepentingan penelifian ini.

dr. Adityawati Ganggaiswari
Yayasan Kanker Indonesia
JI. Dr. GSSY Ratulangie 35
Jakarta 10350
Tel : 021-315 2603
Fox : 021-39 20568
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FORMULIR PERSETUJUAN

Semua penjelasan di atas telah disampaikan kepada' saya dan semua
pertanyaan saya telah dijawab oleh dokter peneliti. Saya paham bahwa jika

masih ada hal-hal yang tidak jelas, saya akan mendapat jawaban dari Dr.
Adityawati Ganggaiswari. '

Dengan menandatangani formulir ini, saya setuju untuk ikut dalam
penelitian ini.

Ditandatangani di:
Tanggal: | - 2008

Pasien, Saksi,

Nama jelas Nema jelas
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Draft Artikel Majalah Kedokteran Indonesia

Ekspresi VEGF dan Reaksi Desmoplasia sebagai faktor potensial progresivitas pada
pasien kanker kolorektal usia muda
Adityawati Ganggaiswari, Siti Boedina Kresno, Ening Krisnuhoni*

Abstrak : Beberapa data dad luar negri menunjukkan kanker kolorektal predominan terjadi pada
populasi usia yang lebih tua (lebih dari 60 tahun). Kanker kolorektal vang terjadi pada usia lebih
muda (kurang dari 40 tahun) hanya berkisar antara 3-6%. Dari penelitian terdahulu dilaporkan
babwa kanker kolorektal pada pasien usia muda cenderung memiliki gambaran perilaku tumor
yang agresif dengan prognosis buruk. Pada beberapa penelitian, progresivitas dan prognosis yang
buruk pada kanker kolorektal, dikaitkan dengan peristiwa angiogenesis. VEGF merupakan salah
satu sitokin poten yang terlibat dalam proses angiogenesis sehingga tingginya kadar ekspresi
VEGF berhubnngan dengan progresivitas penyakit yang lebih tinggi dan prognosis yang buruk,
Cancer-associated stroma mengalami perubahan-perubaban dinamis yang menyerupai reaksi
pepyembuhan luka, disebut sebagai reaksi desmoplastik. Reaksi ini didukung terutama oleh
aktivasi “myofibroblas™. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa myofibroblas mempunyai peran
untuk memfasilitast tumorigenesis dan progresi beberapa karsinoma, dan dikenal sebagai suatu
petanda penting yang potensial untuk diagnosis, pengobatan dan prognosis kanker. Pada penelitian
ini terlihat ekspresi VEGF-A pada usia mmda dan usia tua hampir tidak berbeda, namun terdapat
perbedaan yang besar pada reaksi desmoplastik usia muda dibandingkan pada usia tua. Nampak
pula hubungan yang sejalan antara ekspresit VEGF-A positif kuat dengan reaksi desmoplastik yang
keras pada kanker kolorektal usia muda. Hal ini menyokong hipotesa kedua dan ketiga dard
penelitian ini. Progresivitas penyakit yang lebih tinggi dan prognosis yang buruk pada pasien
kanker kolorektal usia muda kemungkinan disebabkan oleh faktor-fakior lain selain VEGF, yang
masih memerlukan penclitian lebih lanjuot.

Abstract : Some of the data from abroad shows that colorectal cancer predominantly occurred in
the elderly population ( above 60 year) whereas the younger age (less than 40 year) occurred only
between 3-6%.

From previous research it was reported that colorectal cancer in younger patients apparently have
an aggressive tumor behavior with poor prognosis. At several research, progressiveness and poor
prognosis of colorectal cancer is conpected with the angiogenesis process. VEGF is one of the
most potent cytokine which is involved in the angiogenesis process so that the high grade VEGF
expression correlated with the higher progressiveness of the disease and poor prognosis. Cancer-
associated stroma experiences dynamic alterations which resembles the wound healing reaction,
known as desmoplastic reaction. This reaction is mainly supported by “myofibroblast” activation.
Some research indicated that myofibroblast has the role in facilitating tumorigenesis and
progresston of several carcinoma, and also known as an important marking potential for diagnosis,
medication and cancer prognosis. This research showed no significant difference between the
expression of VEGF-A at young age and old age, but there is a significant difference in
desmoplastic reaction in young age compared to old age. It also appeared the co-relationship
between strong positive VEGF-A expression and the strong desmoplastic reaction at young age
colorectal cancer.

This will endorse the second and third hypothesis of this research. A higher disease
progressiveness and poor prognosis at young age colorectal cancer patients may be caused by
factors other than VEGF, which still need further investipation.

Pendahuluan

Laporan dari negara maju populasi usia yang lebih tua (60
menunjukkan  kanker  kolorektal tahun atan lebih), dan kanker
secara predominan ditemukan pada kolorektal yang terjadi pada pasien

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009
Universitas Indonesia



usia 40 tahun dilaporkan dalam
literatur-literatur dari Amerika dan
Eropa hanya ditemukan pada sekitar
2-8 persen" Sedang di Singapore
dilaporkan pada periode april 1989
sampai dengan 1992, terdapat 5.9
persen pasien kanker kolorektal usia
40 tahun atau kurang.®) Dari laporan
Direktorat Pelayanan Medik
Departemen Kesehatan RI bersama
Pethimpunan  Patologi  Anatomi
Indonesia pada tahun 1995 diperoleh
data dari beberapa tempat di
Indonesia yang memperlihatkan usia
yang lebih muda pada waktu di
diagnosa. Kanker kolorektal yang
terjadi pada pasien usia muda (40
tahun atau kurang) cenderung
memiliki gambaran perilaku tumor
yang agresif dengan prognosis yang
buruk. Karakteristik yang diperoleh
memperltihatkan gambaran
karsinoma berdiferensiasi buruk,
jemis adenokarsinoma tipe mmisin
yang memiliki prognosis buruk,
stadium lanjut dan sering dijumpai
adanya invasi kelenjar limfa yang
secara statistik bermakna.
Berdasarkan hasil temuan tersebut
seringkali disebut bahwa perilaku
tumor yang agresif merupakan
karakteristik kanker kolorektal pada
pasien usia muda.® ¥

Berdasarkan ada tidaknya mutasi
germ line pada kanker kolorektal ini
maka kanker kolorektal dibedakan
atas dua tipe, yaitu tipe herediter dan
tipe sporadik. Kanker kolorektal tipe
sporadik  adalah kanker yang
terjadinya tidak didasari  atas
kelainan herediter. Menurut Sudoyo
AW®S) kanker kolorektal usia muda
pada orang Indonesia pribumi yang
diwakili oleh suku Jawa, Sunda,
Minang dan Makassar tidak ada yang
dapat dikelompokkan dalam kanker
kolorektal herediter berdasarkan
hasil wawancara yang menggunakan

perangkat  kriteria = Amsterdam
sehingga dapat dimasukkan dalam
kategori kanker kolorektal sporadik.

Transformasi  kegamasan  epitel
kolorektal secara khas terjadi sebagai
proses bertahap berupa multistep,
multipath, multifocal yang pada
akhirnya mengakibatkan kerusakan
yang kumulatif pada beberapa gen di
dalam dan lintas generasi selular. ©

Sebagian besar penderita kanker usia
muda di Rumah Sakit Umum (RSU)
Cipto Mangunkusumo cenderung
berada pada stadium yang cukup
lanjut pada waktu di diagnosis*
sehingga mengakibatkan survival
yang mengecewakan, (' Meskipun
penggunaan  strategi  penapisan
meningkat, namun ternyata lebih dari
sepertiga pasien kanker kolorektal
akhirnya akan mengalami metastasis.
Beberapa pilihan pengobatan baru
juga telah tersedia untuk kanker
kolorektal, = namun  kebanyakan
pasien akhirnya akan meninggal
karena  metastasis yang tidak
terkontrol dalam waktu singkat
setelah di diagnosis. ® Salah satu
komponen terjadinya metastasis
adalah necangiogenesis.

Proses neoangiogenesis terjadi pada
kehamilan, proses penyembuhan
jaringan dan pada proses patogenesis
penyakit, dalam hal ini keganasan.
Proses ini diperantarai oleh sitokin
angiogenesis menyebabkan
terjadinya  pembentukan  sel-sel
endotel yang baru yang kemudian
menyebabkan terjadinya
neovaskularisasi. Adanya
neovaskularisasi yang cukup akan
memberikan sel tumor tidak saja
faktor-faktor nutrisi untuk
pertumbuhan, tetapi juga
meningkatkan kesempatan bagi sel
tumor untuk memasuki sirkulasi dan
metastasis. Sitokin yang paling poten
adalah Vaskular Endothelial Growth
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Factor (VEGF/VEGF-A).”) Pada
perkembangan suatu tumor, terjadi
gangguan keseimbangan produksi
molekul angiogenik antara yang
proangiogenik dan antiangiogenik,
yang disebut “Angiogenic switch”
yaitu berupa peningkatan faktor
proangiogenik dan  hal  ini

rmemungkinkan pertumbuhan,
proliferasi dan metastasis sel-sel
tumor berlangsung. {10,11,12)

Pembentukan stroma baru atau
stromagenesis yang terbentuk selama
perkembangan  tumor  biasanya
longgar dan bersifat cedematous, hal
ini memudahkan sel-sel endotel
membentuk neovaskular dan
memudahkan sel tumor melakukan
penetrasi melalui stroma tersebut.
Diketahui pula bahwa pertumbuhan
stroma tumor, jumlah dan bangunan
pembuluh darah serta kelenjar limfe
berubah oleh berbagai rangsangan
faktor-faktor stromal, salah satu
faktor stromal adalah VEGEF.
Interaksi antara faktor pertumbuhan
stromal dan anti pertumbuhan stroma
tumor mempengaruhi pembentukan,
perkembangan dan progrest kanker
kolorektal !

Pada kanker kolorektal, beberapa
penelitian menunjukkan
angiogenesis  merupakan  suatu
peristiwa yang penting sekal: yang
dapat mengarah pada progresi kanker
kolon. Faktanya, kanker kolorektal
merupakan salah satu model terbaik

untuk penelitian tentang
angiogenesis  fumor.  Beberapa
regulator  angiogenik, termasuk
VEGF, akan menunjukkan

peningkatan ekspresi pada sel-sel
kanker dan jaringan, pada kanker
kolon yang lanjut’¥ Peran VEGF
pada kanker kolorektal terutama
difokuskan pada VEGF-A, yang
konsentrasinya akan meningkat pada
stadium lanjut. Eksprest isoform

VEGF.i21 dan VEGF .45
dihubungkan dengan progresi kanker
dan penyebaran limfatik )
Kemampuan angiogenesis,

limfangiogenesis yang ditunjukkan
dengan peningkatan ekspresi VEGF
pada kanker kolorektal, berkorelasi
dengan keganasan yang lebih tingg
serta survival yang buruk.!'> 1516
Masih dalam kaitannya dengan
pembentukan stroma pada kanker,
cancer-associated stroma merupakan
medium kompleks dimana terjadi
berbagai interaksi antara tumor dan
jaringan sel host. Sel tumor
berproliferasi dan menginvasi stroma
dimana sel-sel imun host berkumpul
disekitar  jaringan tumor dan
mengembangkan angiogenesis
tumor. Dikarenakan  perubahan-
perubahan dinamis pada cancer-
associated stroma menyerupai reaksi
penyembuhan luka, maka hal ini
disebut sebagai reaksi desmoplastik.
Reaksi desmoplastik diperkirakan
didukung terutama oleh aktivasi
fibroblast host yang disebut sebagai
“myofibroblast”. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa myofibroblast
kemungkinan mempunyai peran

sebagai pendukung atau
memfasilitasi  fumorigenesis dan
progresi beberapa karsinoma,

sehingga mempunyai nilat klinis dan
dikenal sebagai suatu  petanda
penting yang potensial untuk
diagnosis, pengobatan dan prognosis
kanker.("?

Penelitian ini akan
membandingkan ekspresi VEGF-A
dan reaksi desmoplastik pada kanker
kolorektal usia muda dengan usia tua
dengan mengabaikan stadium tumor.
Karena sampai saat ini belum
terdapat  data/gambaran  khusus
mengenai pola ekspresi VEGF-A
pada pasien kanker kolorektal usia
muda dan usiz tua di Indonesia, dan
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melihat bahwa pasien kanker
kolorektal wusia muda memiliki
perjalanan  penyakit yang lebih
progresif, = menjadi  pertanyaan
apakah ckspresi VEGF-A yang
merupakan salah satu faktor risiko
potensial terhadap terjadinya
progresivitas kanker kolorektal lebih
tinggi pada usia muda dibanding usia
tua. Lebih lanjut, dengan diketahui
adanya interaksi antara factor
stromal dan ekspresi VEGF maka
ingin diketahui pula peran factor
stromal didalam progresivitas tumor
dengan cara melihat adakah
hubungan keberadaan myofibroblas
yang diwujudkan dalam reaksi
desmoplastik ~ dengan  ekspresi
VEGF-A. Ekspresi VEGF-A yang
tinggi menunjukkan kecenderungan
peningkatan  vaskularisasi  pada
tumor yang akan memudahkan
terjadinya metastasis dan memicu
progresivitas penyakit yang lebih
tinggi.

METODOLOGI

Angiogenesis merupakan langkah
yang esensial baik pada pertumbuhan
tumor prmer maupun metastasis.
Kemampuan angiogenesis yang
ditunjukkan  dengan peningkatan
ekspresi VEGF pada  kanker
kolorektal,  berkorelasi  dengan
keganasan yang lebih tinggi dan
survival yang buruk. ¢*®

Pada penelitian ini, ekspresi
VEGF-A pada pasien kanker
kolorektal usia kurang dari 40 tahun
yang seringkali prognosisnya lebih
buruk, dibandingkan dengan ekspresi
VEGF-A pasien kanker kolorektal
usia lebih 60 tahun. Sekaligus juga
membandingkan reaksi desmoplastik
yang terjadi pada kedua kelompok
usia tersebut diatas. Dimana reaksi
desmoplastik pada beberapa
penelitian mempunyai peran sebagai

pendukung  atau  memfasilitasi
tumorigenesis dan progresi beberapa
karsinoma, sehingga merupakan
suatu petanda penting yang potensial
untuk diagnosis dan prognosis
kanker. 7

Penelitian ini merupakan studi
retrospektif mengenai ekspresi
VEGF-A dan reaksi Desmoplastik
pada sampel PA pasien kanker
kolorektal usia muda (<= 40 tahun)
dan pada pasien kanker kolorektal
usia tua (>= 60 tahun). Ekspresi

VEGF-A diperiksa dengan
menggunakan metode
Imunohistokimia. Reaksi
Desmoplastik  diperiksa  dengan
memberikan pulasan rutin

Hematoxylin Eosin dan sediaan

dibaca dengan menggunakan
mikroskop cahaya.
Populasi penelitian adalah

jaringan yang berasal dari hasil
biopsi dan reseksi jaringan massa
tumor adenokarsinoma kolorektal
yang diperoleh dari pasien-pasien
usia muda (<= 40 tahun) dan usia tua
(>=60 tahun).

Sampel penelitian adalah blok
parafin  jaringan 1massa tumor
adenokarsinoma  kolorektal yang
digupakan  untuk  pemeriksaan
VEGF-A dengan metode
imunohistokimia, dan juga
digunakan untuk pemeriksaan Reaksi
Desmoplasia dengan  membuat
pulasan histopatologi rutin
Hematoksilin Eosin dari massa
tumor. Sampel diambil dari tahun
2001 hingga 2008, dengan besar
sampel  untuk  masing-masing
kelompok usia adalah 42 sampel
untuk usia kurang dari 40 tahun dan
36 sampel untuk usia lebih dari 60
tahun. '

Bahan penelitian adalah spesimen
blok parafin pasien tumor kolorektal
yang menjalani pemeriksaan dan

Ekspresi vegf-a..., Adityawati Ganggaiswara, FK Ul, 2009

Universitas Indonesia



pengobatan di RS
Ciptomangunkusumo pada tahun
2001 hingga 2008. Masing-masing
spesimen dibuat irisan setebal 4 pm
dan direkatkan pada gelas obyek
sebanyak 3 buah, untuk pemeriksaan
histopatologi dan melthat reaksi
desmoplasia serta ekspresi protein
VEGF-A. Kontrol positif digunakan

jaringan kanker payudara.
Meningkatnya proses

angiogenesis  dideteksi  dengan

pemeriksaan imunohistokimia

terhadap antigen VEGF-A, dengan
menggunakan antibodi moncklonal
VEGF-A dari Santa Cruz
Biotechnology, Inc., CA, USA,
dengan memakai antibodi sekunder
dari Trekkie Universal Link, Biocare
Medical, USA.

Pulasan Imunohistokimia

Pulasan imunohistokimia tidak
dilakukan dengan prosedur yang
standar yaife tanpa menggunakan
Antigen  Retrievel dan  tidak
dilakukan over night. Hal ini
dilaksanakan setelah sebelumnya
dilakukan frial dengan menggunakan
antigen retrievel dan antibodi primer
dengan pengenceran 1/150, 1/200,
1/400, dan tanpa antigen retrievel
dengan pengenceran antibodi 1/100,
1/150 dan  1/200.  Akhirnya
diputuskan yang terbaik adalah tanpa
menggunakan  antigen  retrievel
dengan pengenceran antibodi 1/150.

Hasil :

Kriteria Subyek Penelitian
Pengumpulan subyek penelitian
dimulai dari penelusuran data pasien
kanker kolorektal di Bagian Patologi
Anatomi FKULI/RS Cipto
Mangunkusumo. Dari arsip tahun
2001 sampai 2008 diperoleh 78
kasus yang dapat dianalisis untuk
penelitian int,

Telah didapatkan 42 pasien kanker
kolorektal usia kurang dari 40 tahun
dan 36 pasien kanker kolorektal usia
lebih dari 60 tahun. Terdiri dari
pasien laki-laki sebanyak 37 orang
dan pasien perempuan sebanyak 41
orang. Karakteristik lainnya terdapat
pada Tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik Demografi

b Jmmish, Pureetas

»
» Spiprcan L 14
Tocul b

Histopatologi dam Pentahapan
(Grading)

Data histopatologi yang diperoleh
batk pada usia kurang dari 40 tahun
mauvpun pada usia lebih dari 60
tahun, masing-masing menunjukkan
bahwa  jenis  Adenokarsinoma
merupakan jenis terbanyak dengan
jumlah yang hampir sama pada
kedua kelompok umur. Selain itu,
pada usia kurang dari 40 tahun
maupun pada usia lebih dari 60 tahun
diperoleh data jenis musinosum sama
banyak yaitu 4 orang. Namun jenis
Karsinoma Sel Cincin hanya
ditemukan pada usia kurang dari 40
tahun sebanyak 4 orang. Tabel 2.
Tabel 2. Karakteristik jenis
Histopatologi dan Grading pada
kelompok usia < 40 tahun dan usia
> 60 tahun

o mirmamney . 4 e

i g
Lame grnka
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Hasil Pulasan Imunohistokimia
VEGEF-A
Dari hasil pulasan imunohistokimia
spesimen baik pada kelompok umur
kurang dari 40 tahun atauwpun pada
kelompok umur lebih dari 60 tahun
diperoleh hasil jenis adenokarsinoma
pada kedva kelompok umur
menunjukkan  positivitas  yang
hampir sama kuat. Hasil pulasan
imunohistokimia VEGF-A  dapat
dilihat pada Tabel 3 dan Gambar 1.
Tabel 3. Hubungan VEGF-A pada
kelompok umur < 40 tahun dan >
60 tahun dengan Jeris tumor,
Grading dan Reaksi Desmoplastik
Flayeranl vECF-4
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Gambar 1. Hasil
Imunohistokimia

(A} kontrol positif (B} kontrol
negatif (C) pulasan imunochistokimia
VEGF positif kuat (C) pulasan
imunohistokimia  positif ringan.
(200X)

Hasil pulasan  imunchistokimia
VEGF-A baik pada kelompok usia
kurang dari 40 tahun maupun pada
kelompok usia lebih dar 60 tahun
menunjukkan tidak adanya

pulasan

perbedaan pada positivitas  kuat.
Dapat dilihat pada Tabel I'V. 4.

Tabel 4. Hubungan VEGF-A
dengan kelompok usia < 40 tahun
dan kelompok usia > 60 tahun

Elpres] VEGT-A
{a) Knag {+} Ringan Jomish
Unln z
- a0 mhen & XIN Tiadrmy a1
-2 ) e 36 {100°%) L]

Pada hasil ini tidak dapat dilakukan
perhitungan nilai p secara statistik
dengan menggunakan mumus Chi
Square karena tidak memenuhi
persyaratan yaitu disebabkan adanya
nilai 0.

A%

Gambar 2. Diagram pie yang
memperlihatkan jumlah sampel yang
mengekspresikan VEGF-A (+) kuat
dan ringan.

Hasil pulasan yang menunjukkan
VEGF-A (+) kuat dihubungkan
dengan jenis tumor, grading dan
reaksi desmoplasia, terlihat pada
Tabel 5. dibawah ini.

Tabel 5. Hubungan VEGEF-A (1)
Kuat pada kelompok usia < 40
tahun dan > 60 tahun dengan Jenis
tumor, Grade dan  Reaksi
Desmoplastik
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Hasil Pulasan HE pada Reaksi

Desmoplastik
Penilaian  reaksi  desmoplastik
dilakukan hanya dengan

menggunakan  spesimen  yang
diwamnai dengan pewarnaan rutin
HE. Hasil pulasan HE pada spesimen
dapat  memperlihatkan  reaksi
desmoplastik keras atau ringan baik
pada kelompok usia kurang dari 40
tahun maupun pada kelompok usia
lebih dari 60 tahun. Dapat dilibat
pada Tabel 6.

Tabel 6. Hubungan VEGF-A
dengan Reaksi Desmoplastik pada
kelompok usia < 40 tahun dan > 60
tahun

TR e s
T A I PO T\ 0y

Gambar 3. (A) Pulasan HE -
menunjukkan  gambaran  reaksi
desmoplastik keras (B) Pulasan HE —
menunjukkan  gambaran  reaksi
desmoplastik sedikit. (200X)

Tabel 7. Perhitungan statistik
Reaksi Desmoplastik pada kedua
kelompok wusia menggunakan
rumus Chi-square

Reaksi Desmoplasia Jurnlah
Keras Saxdilde
Usia 5 qo tahun 24 8 43
Usia > So cahun tq 31 E )
Jumlah 3B 40 78

Dari perhitungan diperoleh nilai :

X = 6,49

p=0,011

Hasil : Terdapat perbedaan
bermakna antara derajat reaksi
desmoplastik pada stromal kanker
kolorektal usia kurang dari 40 tahun
dengan usia lebih dari 60 tahun.

Nilai Odd Ratio=2.1

Artinya : Terdapat kecenderungan
sebesar 2,1 kali pada usia muda
untuk memiliki reaksi desmoplastik
keras dibandingkan pada usia tua.

Tabel 8. Hubungan Reaksi
Desmoplastik dengan Grade tamor
pada kelompok usia < 40 tahun
dan kelompok usia > 60 tahun

= #Ngh grake

= Larw ey
LTI ey
lﬁk’,}:‘ﬂ-:. s...._&;v i ot

Grvaly Excimanr

« iigh prurbe 10U%) ELET 1)
+ Lt fride 10T, 17¢2,0

Tabel 4. 9. Hubungan reaksi
desmoplastik dengan jenis kelamin
pada total sampel
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Realesi d platia
Kerat Riagan
(7= 78)
Lakl-lakd 12{15%:) 15 (2%
Perempuan 16 (31%} 15 {19

Dari hasil ini menunjukkan total
perempuan lebth tinggi derajat reaksi
desmoplasianya dibandingkan pada
Jaki-laki.

Pembahasan :

Karakteristik Demografik

Sampel pada penelitian ini adalah
pasien kanker kolorektal pada
kelompok usia dibawah 40 tahun dan
kelompok usia diatas 60 tahun tanpa
memperhatikan stadium  penyakit.
Hal ini mengacu pada data dari RS
Cipto  Mangunkusumo  bahwa
umumnya kanker kolorektal datang
pertamakali sudah dalam keadaan
stadium penyakit yang lanjut. Pada
penelitian ini jumlah kasus kanker
kolorektal yang memenuhi kriteria
inklusi adalah 78 kasus dengan
sebaran kelompok usia dibawah 40
tahun sebanyak 42 orang (53,8%)
dan kelompok usia diatas 60 tahun
sebanyak 36 orang (46,2%).
Penentuan usia kurang dari 40 tahun
dan lebih dari 60 tahun ditentukan
secara arbitrary dan berdasarkan
penelitian-penelitian terdahulu yang
pernah  dilakukan pada kanker
kolorektal. Secara kebetulan jenis
kelamin sampel perempuan dan laki-
laki pada penelitian ini didapatkan
dalam jumiah yang hampir tidak
berbeda.

Sampe! penelitian yang digunakan
tidak hanya berasal dari jaringan
operasi tetapi juga dari jaringan hasil
biopsi, sehingga kadang-kadang
diperoleh jaringan yang kecil dengan
jumlah tumor yang sedikit, namun
masih termasuk dalam  kriteria
inklusi.

Karakteristik Histopatologi dan
Pentahapan (Grading)

Karakteristik histopatologi yang
diperoleh dari peneliian ini baik
pada usia kurang dari 40 tahun
maupun pada usia lebihk dari 60 tahun
menunjukkan jenis histopatclogi
yang terbanyak adalah
adenokarsinoma. Hal ini sesuai
dengan data dari  penelitian-
penelitian yang pernah dilaicukan
sebelumnya. Sedangkan  jenis
adenokarsinoma musin  dijumpai
sama banyaknya pada kedua
kelompok wusia. Hal ini berbeda
dengan beberapa basil penelitian
yang pemnah dilakukan sebelumnya.
Chen, et.alV mendapatkan
karakteristik ~ histopatologi  dari
penelitian yang dilakukannya bahwa
jenis adenokarsinoma musin pada
pasien kanker kolorektal usia muda
jauh lebih banyak dibandingkan pada
usia yang lebik tua. Dari penelitian
ini juga didapatkan pada kelompok
usia kurang dari 40 tahun terdapat 4
pasien dengan jenits karsinoma sel
cincin, dimana pada kelompok usia
iebih dari 60 tahun tidak ditemukan
jenis tersebut.

Gambaran Grading tumor yang
diperoleh  pada  penelitian  ini
menunjukkan tidak adanya
perbedaan yang berarti antara kedua
kelompok usia, baik untuk sebaran
high grade maupun low grade.
Namun demikian sebaran low grade
lebih banyak dibandingkan sebaran
high grade, pada kedua kelompok
usia.

Dari pulasan imunchistokimia
pada penelitian ini diperoleh hasil
seluruhnya VEGF-A (+). Tidak
terdapat hasil VEGF-A negatif. Baik
pada kelompok usia kurang dari 40
tahun maupun pada kelompok usia
lebih dart 60 tahun, jenis
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adenokarsinoma  lebih  banyak
mengekspresikan VEGF-A (+) kuat
(78,6% dan 88,9%) dibandingkan
dengan jenis histopatologi lainnya.
Pada penelitian ini ingin
membuktikan  bahwa  terdapat
perbedaan ekspresi VEGF-A pada
usia muda dan usia tua. Namun
ternyata hasil penelitian ini tidak
memperlibatkan adanya perbedaan
ekspresi VEGF-A (+) secara berarti
antara kelompok usia muda dan usia
tua. Menurut peneliti, hal ini
kemungkinan bisa disebabkan karena
pemakaian sampel yang berasal dar
jaringan biopsi (terlalu  kecil)
sehingga kurang dapat
menggambarkan ekspresi VEGF-A
dengan baik. Selain itu dalam
penelitian ini tidak memperhatikan
stadium penyakit, sedangkan dari
hasjl penelitian oleh Takahashi et
al*? dengan pewarnaan
imunohistokimia nampak bahwa
eksprest  protein  VEGF dam
reseptornya lebih tinggi pada kanker
kolorektal yang telah metastasis
dibandingkan dengan yang non-
metastasis. Karena itu  untuk
penelitian  lebih  lanjut  perlu
diperhatikan faktor stadium penyakit.

Grading tumor yang lebih rendah
(low grade} nampak lebih banyak
mengekspresikan VEGF-A (+) kuat
pada kedua kelompok usia tanpa
perbedaan yang berartd. Hal ini
berbeda dengan penelitian yang
emnah dilakukan oleh Kekec, et.al
) dimana tumor dengan lower
grade cenderung tidak
mengekspresikan VEGF-A (negatif).
Keterkaitan antara grading tumor
dengan VEGF-A memang belum
jelas, namun beberapa penelitian
terdahulu menunjukkan
kecenderungan ekspresi VEGF-A
yang makin tinggi pada grading
tumor yang lebih tinggi, walaupun

secara statistk hasil ini tidak
bermakna. Masih terdapat banyak
kemungkinan untuk meneliti lebih
lanjut keterkaitan antara grading
tumor dengan ekspresi VEGF-A,
dengan menggunakan sampel yang
lebih besar dan berasal dari jaringan
reseksi tumor. Informasi mengenai
hal ini tentu sangat berarti sebagai
salah satu indikator prognostik.

Secara keselurvhan, Sun XF, ef af
menyimpulkan dalam penelitiannya,
bahwa ekspresi VEGF yang tinggi
dihubungkan dengan  besarnya
ukuran tumor, jenis karsinoma non-
musin, stadium lapjut, invasi
pembuluh darab, penyebaran ke
organ hati, banyaknya metastasis dan
kekambuhan. '

Pada gambar 2. diagram pie
memperlihatkan dari total
keseluruhan sampel ternyata 96,4%
mengekspresikan VEGF (+) kuat dan
hanya 2,6% yang mengekspresikan
VEGF (+) ringan. Hasil penelitian ini
juga tidak dapat diolah secara
statisttk dengan rumus Chi Square
karena terdapat nilai nol pada salah
satu sef nya.

Melihat hasil tidak adanya
perbedaan ekspresi VEGF pada usia
muda dan usia tua, perlu
dipertimbangkan disini faktor strora
tumor, dimana telah diketahui
dengan batk bahwa stroma juga
menghasilkan faktor pertumbuhan
VEGF. Suatu kanker tidak hanya
terdiri dari sel-sel tumor tetapi juga
mengandung infrastruktur stromal,
termasuk pembuluh darah tumor
yang disiapkan oleh Aost. Faktor-
faktor stromal mengatur
pertumbuhan dan diferensiasi sel
tumor, dimana keduanya merupakan
faktor penentu perilaku tumor yar%
penting?? Sun XF dan Zhang H"
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menjelaskan pada kanker kolorektal
terdapat berbagai variabel pada
stromal yang harus diperhatikan
karena mempunyai nilai yang berarti
terutama berkaitan dengan
pengobatan. Pada stromal tumor,
sering dapat dijumpai jenis sel
inflamasi yang penting, disebut
Tumor-Associated Macrophag
(TAM), dimana TAM  ini
mempunyai efek menghambat tumor
dan efek mempromosi turmmor. TAM
memproduksi faktor-faktor
pertumbuhan dan angiogenik seperti
fibroblast growth factor, VEGF,
epidermal growth factor, JL-8, dan
juga enzim protease yang akan
mendegradasi matriks ekstra sel
tumor.

Selama masa progresi tumor, sel-
sel tumor harus menata ulang matriks
baik dengan cara mengekspresikan
protein-protein atau mendegradasi
matriks ekstra sel untuk
memiasilitasi komunikast dengan
microenvironmeni. Penatezan ulang
microenvironment disekeliling sel-
sel tumor ini akan mengakibatkan
pelepasan faktor-faktor pertumbuhan
yang berhubungan dengan matriks
ekstra sel, yang dapat berfungsi
untuk menekan atau menginduksi
pertumbuhan tumor. Matrix
Metalloproteinase (MMP) adalah
keluarga proteinase yang
mendegradasi matriks ekstraselular,
dan MMP ini disekresi baik oleh sel-
sel tumor maupun sel-sel stromal.
Masing-masing MMP ini spesifik
dan memiliki karakteristik yang
berbeda, dan mempunyai peran yang
menonjol dalam  homeostasis
jaringan. Lebih jauh lagi, beberapa
jenis MMP merangsang angiogenesis
untfuk mempromosi pertumbuhan
tumor dan invasi.'¥

Reaksi Desmoplastik pada
penelitian ini dianggap sebagai
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penelitian awal (preliminary), karena
peneliti hanya menilai reaksi
desmoplastik dengan pulasan rutin
HE, bukan pulasan imunohistokimia,
dan untuk menjawab hipotesa apakah
terdapat perbedaan derajat reaksi
desmoplasik pada kelompok wusia
muda dan usia tua, dan apakah reaksi
desmoplastik yang terjadi pada
stromal tumor ada hubungannya
dengan ekspresi VEGF.

Hasil penelitian memperlihatkan
adanya reaksi desmoplastik keras
(57,1%) pada kelompok uvsia kurang
dari 40 tahun yang mengekspresikan
VEGF-A (+) kvuat. Hal ini nampak
sangat berbeda bila dibandingkan
dengan kelompok usia 60 tahun lebih
yang menunjukkan reaksi
desmoplastik keras hanya sebesar
38,9% yang juga mengekspresikan
VEGF-A (+) Kuat. Pada kelompok
usia ini, yang nampak lebih dominan
adalah reaksi desmoplastik yang
sedikit (61,1%) namun
mengekspresikan VEGF-A (+) kuat.
Dari hasil perhitungan statistik (tabel
7) diperoleh hasil adanya perbedaan
yang bermakna pada derajat reaksi
desmoplastik usia muda dan usia tua
(p = 0,01). Dan ternyata setelah
dihitung pula odd ratio nya diperoleh
hasil OR = 2,1, yang menunjukkan
bahwa usia muda memiliki
kecenderungan sebesar 2,1 kali untuk
memiliki reaksi desmoplastik keras
dibandingkan pada usia tua. Hal ini
sangat berarti mengingat reaksi
desmoplastik merupakan reakst yang
terjadi pada stroma yang dapat
menunjang proses tumorigenesis dan
merupakan indikator untuk
kekambuhan dan  progresivitas
penyakit.

Adanya reaksi desmoplastik keras
yang terkait dengan ekspresi VEGF-
A (+) kuat, menunjukkan hal ini
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sejalan dengan  teor yang
menjelaskan bahwa reaksi
desmoplastik diperkirakan
merupakan suatu respon dari sel-sel
host terhadap adanya rangsangan
oleh sel-sel tumor, proses ini mirip
dengan proses penyembuhan luka,
dimana melibatkan myofibroblast,
suatu komponen stroma tumor yang
turut berperan dalam remodeling
jaringan  dengan  menghasilkan
faktor-faktor pertumbuhan antara
lain VEGF untuk men§aktiﬂcan
program angiogenik.”> ** Dari
gambaran ini menunjukkan bahwa
ada hubungannya antara derajat
reaksi desmoplastik yang terjadi
pada stromal tumor dengan ekspresi
VEGF-A. Namun reaksi
desmoplastik sedikit yang terlihat
dominan pada kelompok usia lebih
dari 60 tahun, yang mengekspresikan
VEGF-A (+) kuat, nampaknya tidak
sejalan dengan teori. Hal ini masih
mungkin disebabkan oleh faktor-
faktor lain yang turut berperan dalam
menentukan derajat reaksi
desmoplasia dan masih memerlukan
penelitian lebih lanjut dan lebih
spesifik mengenai VEGF pada
stromal tamor.

Hal lain yang dapat dilihat dard
penelitian int yaitu keterkaitan antara
grading tumor dengan reaksi
desmoplastik yang terlihat pada tabel
8. Hasil penelitan menunjukkan
pada kelompok usia kurang dari 40
tahun yang mempunyai grade tumor
yang low grade (45,2%)
memperlihatkan  derajat  reaksi
desmoplastik nya keras. Sedangkan
pada kelompok usia lebih dari 60
tabun yang mempunyai grade tumor
yang fow grade (47,2%)
memperlibatkan  derajat  reaksi
desmoplastik nya sedikit. Dalam
peneliian ini memang tidak
bertujuan mencari korelasi antara
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grading tumor dengan reaksi
desmoplastik, namun keberadaan
data ini sebagai data sampingan dari
penelitian ini kemungkinan memiliki
nilai yang cukup berarti apabila
diteliti lebih lanjut.

Pada tabel 9 diperlihatkan
keterkaitan antara jenis kelamin
dengan reaksi desmoplastik.
Temyata hasil penelitian ini
memperlihatkan dari  keseluruhan
sampel, jenis kelamin perempuan
lebib banyak mengekspresikan reakst
desmoplastik keras dibandingkan
dengan laki-laki. Hal ini menarik
untuk dilakukan penelitian lebih
lanjut terhadap faktor-faktor yang
turut menentukan mengapa pada
perempuan memperlihatkan reaksi
desmoplastik keras lebih banyak.
Apakah faktor-faktor itu adalah diet,
hormonal, sistim imun tubuh dan
lain-lain.

Rangkuman :
VEGEF-A dianggap sebagai indikator
prognostik buruk yang independen
untuk disease free survival dan
overall survivor, Selain itu VEGF-A
juga merupakan mediator kunci
untuk proses angiogenesis, oleh
karepa itu menghambat proses imi
merupakan strategi yang penting dan
efektif untuk mengobati kanker.
Status VEGF-A  penting untuk
diketahwui karena :
» Untuk mengetahui prognosis
tumor
» Untuk kepentingan pengobatan,
terutama tumor-fumor yang
mengekspresikan faktor ini.

Stromal tumor yang diketahui
sangat kompleks, memiliki faktor-
faktor stromal yang bervariasi.
Melalui  stimulasi  faktor-faktor
stromal, jumiah dan konstruksi
pembuluh darah dan kelenjar getah
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bening pada stromal tumor dapat

diubah. Faktor-faktor stromal
tersebut antara lain VEGF, VEGFR,
TII (Tumor Inflammatory

Infiltration), MMP dan lain-lain.
Interaksi antara faktor-faktor stromal
pertumbuhan dan anti pertumbuhan
pada stroma tumor akan
mempengarvhi pembentukan,
perkembangan dan progresi kanker
kolorektal.

Hasil penelitian yang
menunjukkan tidak adanya
perbedaan yang bermakna anfara
ekspresi VEGF-A(+) kuat pada
kelompok usia muda dan usia tua,
dapat dipertimbangkan pula
pentingnya melihat faktor stadium
tumor dalam penelitian ini, selain
juga faktor stromal tumor, dimana
stromal juga menghasilkan VEGF.

Reaksi desmoplastik merupakan
suatfu gambaran perubaban yang
dinamis pada cancer-associated
stroma, yang minp dengan proses
penyembuhan luka. Perubahan yang
dinamis ini disebabkan karena pada
cancer-associated stroma terjadi
berbagai interaksi antara sel tumor
dan sel jaringan fhosz. Sel tumor
berproliferasi dan menginvasi stroma
dimana sel-sel imun Aost berkumpul
disekitar  jaringan tumor dan
kemudian dirangsang pembentukan
angiogenesis tumor. Reaksi
desmoplastik ini terutama didukung
oleh aktivasi fibroblast yang disebut
sebagai myofibroblas. Myofibroblas
menghasilkan matriks ekstraselular
yang mengandung kolagen, yang
diperkirakan bertanggung jawab
untuk membentuk konsistensi keras
pada beberapa karsinoma. Selain it
myofibroblas juga mensekresi faktor-
faktor pertumbuhan yang
merangsang proliferast sel tumor,
faktor-faktor angiogenik yang dapat
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mengarah  kepada pembentukan
pembuluh darah baru pada tumor,
dan faktor-faktor inflamasi yang
menarik sel-sel imun yang dapat
mempromosi tumor. Penelitian lebih
lanjut mengenai reaksi desmoplastik
ini dengan menggunakan antibody
spesifik akan sangat berarti karena
reaksi  desmoplastik/myofibroblas
tumor juga diperkirakan sebagai
indikator prognostik.

Hasil penelitian memperlihatkan
adanya perbedaan derajat reaksi
desmoplastik pada usia muda dan
usia tua. Selain itu juga diperlihatkan
adanya hubungan antara ekspresi
VEGF-A dengan reaksi
desmoplastik, dimana reaksi
desmoplastik keras memperlihatkan
ekspresi VEGF-A (+) kuat pada
kelompok usia muda. Pada kelompok
usia tua, dimana reaksi
desmoplastiknya ringan
memperlihatkan  ekspresi VEGF-
A(+) kuat. Hal ini perlu diteliti lebih
lanjut apakah ada faktor-faktor lain
yang turut menentukan hubungan
antara reaksi demoplastik dengan
ekspresi VEGF-A.
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