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ABSTRAK

Latar belakang

Karsinoma kolorektal adalah salah satu keganasan yang kejadiannya cukup sering, yang terjadi di seluruh
dunia dan merupakan masalah kesehatan serius di Indonesia. Kedalaman invasi merupakan salah satu faktor
penting dalam menentukan faktor prognosis adenokarsinoma kolorektal. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) merupakan faktor pro-angiogenik dominan yang berperan dalam angiogenesis untuk pertumbuhan
tumor, invasi, dan metastasis tumor pada adenokarsinoma kolorektal. Tujuan penelitian ini untuk menganalisis
hubungan antara ekspresi VEGF dan kedalaman invasi pada adenokarsinoma kolorektal.

Metode

Penelitian ini menggunakan metode analitik potong lintang, menggunakan 50 sampel adenokarsinoma
kolorektal dari operasi kolonektomi yang diambil dari arsip blok parafin di Bagian/SMF Patologi Anatomik
Fakultas Kedokteran Universitas Udayana/RSUP Sanglah Denpasar sejak tanggal 1 Januari 2012 sampai 30
Juni 2016. Dilakukan diagnosis ulang kedalaman invasi, kemudian dilakukan pulasan imunohistokimia VEGF.
Hasil

Ekspresi VEGF ditemukan pada 45 kasus dan 5 kasus dengan ekspresi VEGF negatif. Hasil uji korelasi
Spearman menunjukkan korelasi positif sedang antara ekspresi VEGF dengan kedalaman invasi (r=0,491;
r’(rsq)=0,24; p=0,000 (p<0,05)).

Kesimpulan

Ekspresi VEGF dan kedalaman invasi menunjukkan hubungan positif pada adenokarsinoma kolorektal.

Kata kunci: adenokarsinoma, kedalaman invasi, kolorektal, VEGF.

ABSTRACT

Background

Colorectal carcinoma is the most frequent malignancy in the world and is a serious health problem in Indonesia.
The depth of invasion is one of the important factors in determining the prognosis of colorectal adenocarcinoma.
Vascular endothelial growth factor (VEGF) is the predominant angiogenic factor which contributes to
angiogenesis and promote growth, invasion and metastasis in colorectal adenocarcinoma. The purpose of this
study was to analyzed the relationship between the expression of VEGF and the depth of invasion on colorectal
adenocarcinoma.

Methods

This analitic cross-sectional study was performed on 50 samples of colorectal adenocarcinoma, taken from the
paraffin blocks archives, from Department of Anatomical Pathology, Faculty of Medicine, University of
Udayana/Sanglah General Hospital Denpasar from January 1%, 2012 until June 30" 2016. Rediagnosis of the
depth of invasion was performed followed by VEGF immunohistochemical staining.

Results

VEGF expression was found in 45 cases while 5 cases were found with negative VEGF expression. Spearman
correlation test analysis showed moderate correlation between the expression VEGF and the depth of invasion
(r=0.491; r*(rsq)=0,24; p=0.000 (p,0.05))

Conclusion

Expression of VEGF and the depth of invasion showed positive correlation on colorectal adenocarcinoma.

Key words: adenocarcinoma, colorectal, depth of invasion, VEGF.
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PENDAHULUAN

Karsinoma kolorektal adalah salah satu kega-
nasan yang kejadiannya cukup sering, terutama
pada negara-negara industri seperti di Eropa,
Australia, New Zealand, Amerika Utara, dan
Jepang. Karsinoma kolorektal merupakan kega-
nasan tersering ketiga di seluruh dunia, dengan
insiden sebesar 12% dari semua kasus
keganasan, dengan kasus baru sebanyak 8,5%
per tahun.'? Di Indonesia tahun 2011, karsi-
noma kolorektal adalah keganasan ketiga yang
paling sering menurut lokasi tumor dan meru-
pakan keganasan primer terbanyak pertama
pada laki-laki serta terbanyak ketiga pada
perempuan.’ Insiden berdasarkan jenis kelamin
adalah relatif lebih tinggi pada laki-laki, yang
dikaitkan dengan pola makan dan gaya hidup.
Keganasan ini jarang terjadi sebelum usia 40
tahun, kecuali pada individu dengan predisposisi
genetik atau predisposisi penyakit inflamasi
kronis.>®

Angiogenesis adalah proses pemben-
tukan pembuluh darah baru dari pembuluh
darah yang telah ada, merupakan proses
penting untuk kelangsungan pertumbuhan
tumor, invasi tumor, dan metastasis. Angiogen-
esis merupakan suatu proses kompleks yang
melibatkan matriks ekstraselular dan sel endo-
telial, serta dipengaruhi oleh faktor-faktor
angiogenik (faktor pro-angiogenik dan faktor
anti-angiogenik). Angiogenesis diperlukan untuk
suplai oksigen, nutrisi, faktor pertumbuhan dan
hormon, enzim proteolitik serta penyebaran sel-
sel tumor ke tempat jauh.®® Vascular endotelial
growth factor (VEGF) merupakan faktor pro-
angiogenik dominan, yang berperan dalam
proliferasi dan migrasi sel endotel, yang
mendasari pertumbuhan dan invasi tumor serta
berhubungan dengan metastasis dan E)rognosis
buruk pada karsinoma kolorektal.»>**

Ekspresi VEGF dihubungkan dengan
progresivitas tumor dan prognosis buruk berba-
gai macam tumor termasuk karsinoma
kolorektal.>™* Ekspresi VEGF mulai meningkat
pada adenoma kolon dan secara signifikan
terjadi peningkatan lebih lanjut pada perkem-
bangan karsinoma kolorektal. Selain itu ekspresi
VEGF dan jumlah pembuluh darah memberikan
hasil yang serupa pada adenoma dan karsino-
ma kolorektal non metastatik, dan secara
signifikan meningkat pada karsinoma kolorektal
yang bermetastatik.">*?
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Beberapa penelitian menunjukkan hubu-
ngan yang signifikan antara VEGF dan kelang-
sungan hidup 10 tahun, sehingga memberikan
informasi prognostik dan informasi sebagai
target terapi yang berharga pada karsinoma
kolorektal."**® Ekspresi VEGF dan Hypoxia-
inducible factor | alpha (HIF-1a) secara signi-
fikan terkait dengan derajat diferensiasi tumor,
metastasis, kelenjar getah bening dan metas-
tasis hati, serta berhubungan bermakna dengan
kelangsungan hidup pasien. Pemberian anti
VEGF (bevacizumab) yang menghambat VEGF
(target terapi) memberikan hasil yang baik pada
karsinoma kolorektal.'*?! Pada penelitian yang
lain, didapatkan korelasi yang baik antara
derajat diferensiasi dan overekspresi VEGF,
namun tidak dijumpai adanya korelasi bermakna
antara stadium tumor dan overekspresi VEGF.?

Tujuan penelitian ini adalah untuk
menganalisis hubungan ekspresi VEGF dan
kedalaman invasi pada adenokarsinoma kolo-
rektal.

METODE PENELITIAN
Penelitian ini merupakan penelitian observasio-
nal analitik dengan rancangan cross sectional
study. Populasi penelitian ini ialah semua blok
parafin dari bahan operasi penderita adeno-
karsinoma kolorektal yang diperiksa secara
histopatologik di Bagian/SMF Patologi Anatomik
Fakultas Kedokteran Universitas Udayana/
RSUP Sanglah Denpasar sejak 1 Januari 2012
sampai 30 Juni 2016 yang memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi. Kriteria inklusi ialah sediaan
berasal dari bahan operasi reseksi kolorektal
dengan diagnosis histopatologi adenokarsinoma
dan masih mengandung jaringan yang cukup
untuk dilakukan pemotongan ulang, sedangkan
kriteria eksklusi sampel ialah blok parafin yang
rusak. Sampel penelitian yang memenuhi
kriteria inklusi dan eksklusi sebanyak 50 sampel
yang dipilih dengan cara proportional random
sampling.

Dilakukan evaluasi ulang pada sediaan
H-E oleh peneliti utama dan dua ahli patologi
secara blind independent menggunakan mikros-
kop cahaya binokuler Olympus CX21, untuk
melihat arsitektur kelenjar dan kedalaman invasi
tumor. Kedalaman invasi tumor dikategorikan
menjadi T1 (tumor melewati muskularis mukosa
infiltrasi ke submukosa), T2 (tumor infiltrasi ke
muskularis propria), T3 (tumor infiltrasi menem-
bus muskularis propria ke sub serosa atau ke
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peritoneum atau jaringan perirektal), dan T4
(tumor menginfiltrasi organ atau struktur atau
peritoneum visceral). Kemudian dilakukan
pemeriksaan imunohistokimia menggunakan
antibodi primer monoclonal mouse VEGF,
Biolegend, yang telah diencerkan (pengenceran
1:100) selama 30 menit pada suhu kamar atau
semalam pada suhu 4°C. Dilanjutkan dengan
antibodi sekunder streptavidin-biotin peroksi-
dase dan kromogen diamino-benzidine (DAB).
Kontrol positif disertakan untuk setiap pewar-
naan antibodi, sedangkan kontrol negatif
disertakan untuk setiap kasus. Jaringan kelenjar
getah bening digunakan sebagai kontrol positif
dan kontrol negatif diambil dari jaringan mukosa
kolon normal. Sel yang mengekspresikan VEGF
akan tampak berwarna coklat pada sitoplasma
sel tumor. Sediaan diamati secara semikuanti-
tatif untuk menilai persentase sel yang terpulas
positif VEGF dan intensitas pewarnaan VEGF
pada sel tumor. Berdasarkan persentase sel
yang terpulas positif tersebut dibagi menjadi
skor 0-3 yaitu: 0 (<10% sel terpulas), 1 (11-20%
sel terpulas), 2 (21-50% sel terpulas), dan 3
(>50% sel terpulas). Berdasarkan intensitas
warna coklat pada sel ganas yang terpulas,
dikategorikan menjadi: 0 (negatif), 1 (lemah), 2
(sedang) dan 3 (kuat). Penilaian ekspresi VEGF
dibuat berdasarkan perkalian skor persentase
sel tumor yang terpulas positif dengan skor
intensitas pewarnaannya sehingga didapatkan
hasil perkalian 0-9. Ekspresi VEGF dikate-
gorikan menjadi: negatif (0)=skor 0, positif
ringan (+1)=skor 1-2, positif sedan293 (+2)=skor
3-4 dan positif kuat (+3)=skor 5-9.%*

Data pengamatan penelitian disajikan
dalam bentuk tabel dan deskriptif. Analisa
statistik terhadap data penelitian dilakukan
dengan  menggunakan  program komputer
SPSS 16,0 for windows. Dilakukan uji korelasi
Spearman untuk menilai korelasi ekspresi VEGF
dan kedalaman invasi adenokarsinoma kolo-
rektal.

HASIL

Distribusi sampel berdasarkan kedalaman invasi
tumor. Pada penelitian ini didapatkan 3 kasus
dengan kedalaman invasi T1, 7 kasus dengan
kedalaman invasi T2, 32 kasus dengan keda-
laman invasi T3 dan 8 kasus dengan kedalaman
invasi T4. (Gambar 1).
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Gambar 1. Distribusi sampel berdasarkan kedalaman
invasi.

Rentang umur penderita pada penelitian
ini cukup bervariasi yaitu sejak umur 34 sampai
83 tahun, dengan rerata umur adalah
56,20£10,8 tahun. Jumlah sampel terbanyak
yaitu pada kelompok umur 50-59 tahun. Pada
setiap kelompok umur, tumor dengan keda-
laman invasi T3 menunjukkan proporsi yang
paling tinggi. Distribusi sampel berdasarkan
kelompok umur dan kedalaman invasi disajikan
pada Gambar 2.
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Gambar 2. Distribusi sampel berdasarkan kelompok
umur dan kedalaman invasi.

Distribusi sampel berdasarkan jenis
kelamin, menunjukkan jumlah sampel laki-laki
sebanyak 27 kasus (54%) dan sampel dengan
jenis kelamin perempuan sebanyak 23 kasus
(46%). Baik pada kelompok laki-laki dan
perempuan, tumor dengan kedalaman invasi T3
menunjukkan proporsi yang paling tinggi.
Distribusi kasus berdasarkan jenis kelamin dan
kedalaman invasi disajikan pada Gambar 3.
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Gambar 3. Distribusi sampel berdasarkan jenis
kelamin dan kedalaman invasi.

Berdasarkan lokasi tumor, tumor yang
berlokasi pada kolon yaitu sebanyak 29 kasus
(58%) sedangkan pada rektum sebanyak 21
kasus (42%). Baik pada kolon maupun rektum,
tumor dengan kedalaman invasi T3 menunjuk-
kan proporsi yang paling tinggi. Distribusi kasus
berdasarkan lokasi tumor dan kedalaman invasi
disajikan pada Gambar 4.
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Gambar 4. Distribusi sampel berdasarkan lokasi
tumor dan kedalaman invasi.

Pada Tabel 1 tampak skor ekspresi
VEGF pada masing-masing kedalaman invasi.
Analisis korelasi dengan uji Spearman didapat-
kan korelasi positif sedang dengan r=0,491,
koefisien determinasi r (rsq) 0,24 menunjukkan
hubungan kuat dengan p=0,000 (p<0,05). Hal ini
berarti bahwa ekspresi VEGF berhubungan
positif terhadap kedalaman invasi.

Tabel 1. Distribusi kasus berdasarkan kedalaman
invasi dan ekspresi VEGF.
Kedalaman_invasi

VEGF T1 T2 T3 T4
0 2 2 1 0
+1 1 2 11 1
+2 0 3 9 2
+3 0 0 11 5
Total 3 7 32 8

r=0,491; r’=0,24; p=0,000
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Gambar 5. Imunohistokimia VEGF pada kasus
adenokarsinoma kolorektal. A. Intensitas pulasan
lemah; B. Intensitas pulasan sedang; C. Intensitas
pulasan kuat (pembesaran 400 Xx).

DISKUSI

Pedoman klinis yang digunakan sebagai dasar
menentukan prognosis adalah stadium Kkarsi-
noma kolorektal. Sistem stadium yang dipakai
adalah kIaS|f|kaS| AJCC yang menggunakan
sistem TNM. Pada penelitian ini, sampel
merupakan penderita adenokarsinoma kolorek-
tal dengan kedalaman invasi T1, T2, T3 dan T4.
Sebagian besar sampel menunjukkan kedalam-
an invasi T3, yaitu sel tumor infiltrasi menembus
muskularis propia ke sub serosa atau ke
peritoneum atau jaringan perirektal sebanyak 32
kasus (64%).

Insiden karsinoma kolorektal meningkat
sesuai dengan peningkatan umur. Jarang terjadi
dibawah umur 40 tahun, kecuali pada penderita
dengan faktor predisposisi genetik dan atau
faktor predisposisi penyakit lainnya sepertl
chronic inflammatory bowel disease." Pada
penelitian sebelumnya dilaporkan umur rata-rata
sampel penelitian adalah 58 tahun. 1922 pada
penelitian ini, rentang umur sampel cukup
bervariasi yaitu berkisar antara umur 34 sampai
83 tahun dengan rerata umur 56,20+10,8,
menunjukkan rata-rata yang hampir sama
dengan penderita karsinoma kolorektal pada
penelitian lain yaitu pada dekade keenam.'*?*

Insiden karsinoma kolorektal berdasar-
kan jenis kelamin adalah relatif lebih tinggi pada
laki-laki, hal ini disebabkan oleh adanya perbe-
daan pola makan dan gaya hidup antara laki-laki
dan perempuan seperti minum alkohol dan
merokok.! Pada penelitian ini jumlah sampel
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lebih  banyak pada laki-laki dibandingkan
perempuan.

Karsinoma kolorektal terjadi lebih
banyak pada kolon sigmoid dan rektum, akan
tetapi pada penelitian beberapa tahun terakhir
terjadi perubahan lokasi dengan meningkatnya
proporsi karsinoma pada bagian yang lebih
proksimal seiring dengan peningkatan umur."**
Pada penelitian ini proporsi kasus lebih banyak
terletak di kolon.

Ekspresi VEGF oleh sel tumor mem-
pengaruhi prognosis dan respon terapi secara
klinis, namun demikian pemeriksaan VEGF tidak
rutin dilakukan.™ Banyak penelitian lain yang
menilai korelasi antara ekspresi VEGF dengan
berbagai faktor prognostik termasuk derajat
diferensiasi tumor, kedalaman invasi tumor, dan
metastasis.

Pada penelitian lain didapatkan 70%
dari pasien karsinoma kolorektal dengan
stadium IV memiliki ekspresi VEGF positif
secara signifikan meningkat jika dibandingkan
dengan stadium 1l dan Ill. Demikian pula, level
VEGF serum terbukti berkorelasi dengan
stadium penyakit pada karsinoma kolorektal.
Level VEGF serum lebih tinggi pada pasien
dengan metastasis dibandingkan dengan pasien
tanpa metastasis.”* Penelitian terdahulu mela-
porkan ekspresi HIF-1dan VEGF secara signi-
fikan terkait dengan stadium tumor, metastasis
kelenjar getah bening dan metastasis hati.
Ekspresi HIF-1 dan VEGF juga berhubungan
bermakna dengan kelangsungan hidup secara
keseluruhan dan bermakna sebagai target terapi
anti VEGF. Ekspresi HIF-1 berkorelasi positif
dengan ekspresi VEGF pada pasien karsinoma
kolorektal.”® Penelitian sebelumnya menunjuk-
kan hasil ekspresi VEGF berkorelasi positif
dengan derajat diferensiasi karsinoma kolorek-
tal, namun ekspresi VEGF tidak berkorelasi
dengan stadium tumor.”> Pemeriksaan imuno-
histokimia EGFR dan VEGF pada karsinoma
kolorektal primer menunjukkan hasil yang
berbeda dengan ekspresi EGFR dan VEGF
pada limfatik dan metastasis hati, di mana
tingkat ekspresi EGFR dan VEGF pada jaringan
metastatik lebih tinggi daripada karsinoma
kolorektal primer serta memberikan hasil yang
baik terhadap pemberian anti VEGF berupa
bevacizumab.™®

Pada penelitian ini menunjukkan bahwa
semakin dalam kedalaman invasi tumor semakin
meningkat ekspresi VEGF (33,33% positif pada
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kedalaman invasi T1; 71,42% positif pada keda-
laman invasi T2; 96,88% postif pada kedalaman
invasi T3 dan 100% pada kedalaman invasi T4).
Hasil uji Spearman menunjukkan korelasi positif
sedang antara ekspresi VEGF dengan kedala-
man invasi, dengan koefisien korelasi r=0,491,
koefisien determinasi rz(rsq):0,24 menunjukkan
hubungan kuat, nilai p=0,000 (p<0,05).

Hal ini memperkuat teori mengenai
peranan VEGF sebagai faktor angiogenik
dominan pada adenokarsinoma kolorektal, yang
mendasari pertumbuhan dan invasi tumor, serta
berhubungan dengan metastasis dan sebagai
target terapi. Adanya ekspresi VEGF pada
adenokarsinoma kolorektal dapat dipakai per-
timbangan bagi Klinisi untuk memberikan
bevacizumab (anti VEGF) suatu rekombinan
antibodi monoklonal yang mengikat dan mene-
tralkan VEGF-A, sehingga dapat mencegah
terjadinya metastasis dan prognosis lebih buruk
bagi pasien adenokarsinoma kolorektal. Tentu-
nya diperlukan penelitian lebih lanjut untuk
menilai manfaat dan resiko pemberian anti
VEGF pada pasien adenokarsinoma kolorektal.

KESIMPULAN

Ekspresi VEGF dan kedalaman invasi menun-
jukkan hubungan positif pada adenokarsinoma
kolorektal.
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