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Latar belakang

Karsinoma nasofaring (KNF) tidak berkeratin mempunyai prognosis yang buruk. Vascular endothelial growth
factor (VEGF) merupakan biomolekuler penanda progresivitas pada KNF sehingga ekspresi VEGF ini
digunakan sebagai marker biologis terapi target. VEGF berperan penting pada angiogenesis yang terlihat
dengan peningkatan microvessel density (MVD). Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis ekspresi VEGF
dan MVD pada KNF tidak berkeratin.

Metode

Penelitian analitik dengan menggunakan desain potong lintang komparatif pada 44 sampel blok parafin
penderita KNF tidak berkeratin, didapatkan masing-masing 22 blok parafin subtipe tidak berkeratin
berdiferensiasi dan yang tidakberdiferensiasi. Masing-masing sampel dilakukan pemeriksaan ekspresi VEGF
dan CD31 dengan metode pewarnaan imunohistokimia Labeled Streptavidin Biotin Complex dilakukan dengan
prosedur manual. Antibodi primer yang digunakan adalah VEGF dan CD31 dari Dako, Glostrup, Denmark. Data
dianalisis dengan uji statistik chi-square.

Hasil

Ekspresi VEGF ditemukan sebesar 68,2%. Pada KNF yang tidak berkeratin menunjukkan ekspresi VEGF
didapatkan MVD tumor yang tinggi (66,7%). Secara statistik terdapat hubungan bermakna antara ekspresi
VEGF dan MVD (p=0,001).

Kesimpulan

Ekspresi VEGF pada KNF tidak berkeratin menunjukkan peningkatan MVD.

Kata kunci:ekspresi VEGF, karsinoma nasofaring, MVD, subtipe histopatologik tidak berkeratin.

ABSTRACT

Background

Non keratized nasopharyngeal carcinoma (NPC) have a poor prognosis. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) is a biomolecular markers for malignancy NPC of VEGF expression has been used as a biological
marker targeted therapy. VEGF plays important role in angiogenesis as seen as increasing microvessel density
(MVD). This study aimed to analyze correlation between VEGF expression and MVD in NPC nonkeratinized.
Methods

Analytical research using cross-sectional comparative study in 44 samples anatomic pathology paraffin blocks
of NPC patients, respectively 22 paraffin blocks of NPC are nonkeratinized differentiated and undifferentiated
subtypes. Each sample examined VEGF and CD31 expression by Labeled Streptavidin Biotin Complex
immunohistochemical staining methods. VEGF and CD31 primary antibody from Dako, Glostrup, Denmark.
The data were analyzed by chi-square test.

Results

There were 68.2% positive VEGF expression. On NPC with VEGF expression showed higher MVD (66.7%).
Statistically there is a significant correlation between expression VEGF and MVD (p=0.001).

Conclusions

VEGF expression on non keratinized KNF showed MVD increasing.

Key words: MVD, nasopharyngeal carcinoma, nonkeratinizing subtype, VEGF expression.
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PENDAHULUAN

Karsinoma nasofaring (KNF) adalah suatu
karsinoma epitel skuamosa yang terjadi pada
dinding lateral nasofaring."* Penyebab tumor
ganas ini bersifat multifaktorial yaitu letak
geografis, kelainan genetik, etnis, makanan,
paparan lingkungan dan infeksi virus Epstein
Barr."?

Menurut data epidemiologi, insiden KNF
jarang ditemukan, rata-rata lebih kecil 0,5% dari
seluruh karsinoma.*® Insiden KNF meningkat
pada suku Kanton yang disebut sebagai manu-
sia perahu yaitu 54,7 per 100.000 penduduk per
tahun.” Indonesia termasuk salah satu negara
dengan prevalensi KNF vyang tinggi, Yyaitu
sebesar 6,2 per 100.000 penduduk per tahun.’
Data registrasi kanker Indonesia berdasarkan
histopatologik tahun 2011 menunjukkan bahwa
KNF menempati urutan pertama dari semua
tumor ganas primer pada laki-laki.® Menurut
penelitian, ditemukan KNF tidak berkeratin
sebanyak 99% di Hongkong dan 92% di Tunisia.

KNF merupakan tumor agresif yang
mempunyai prognosis buruk. Hal ini disebabkan
terlambatnya deteksi dini, kurangnya pemaham-
an mekanisme seluler, kurangnya penggunaan
biomarker dan rendahnya respon terapi yang
ada selama ini.” Angka harapan hidup pada KNF
stadium | menunjukkan 72-90%, tetapi pada
stadium 11l dan IV menurun sampai 55-30%. Hal
itu tergantung rekurensi atau metastasis.’ Angio-
genesis merupakan proses fundamental pada
pertumbuhan tumor, invasi dan metastasis.®*?

Vascular endothelial growth factor
(VEGF) sebagai induksi primer angiogenesis
dan menstimulasi proses ini dengan mengikat
reseptor yang diekspresikan sel endotel yang
berdekatan dengan tumor.”*? Ekspresi VEGF
pada sel-sel tumor distimulasi oleh hypoxia-
inducible transcription factor (HIF), faktor per-
tumbuhan, hormon, sitokin, onkogen dan gen
supresor tumor.® Hal ini penting bagi pasokan
oksigen, gizi dan proliferasi sel tumor serta
potensi invasi dan metastasis karena pembuluh
vaskuler yang baru terbentuk merupakan target
inisiasi dari invasi sel tumor. Ekspresi VEGF
menyebabkan peningkatan MVD tumor, yang
akan menyebabkan KNF menjadi lebih progresif
dan masuk pada stadium lanjut.>*?

Ekspresi VEGF dihubungkan dengan
stadium tumor yang lanjut, metastasis kelenjar
limfe dan meningkatnya risiko kematian.'” Pene-
litan menunjukkan bahwa MVD dan ekspresi
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VEGF meningkat pada KNF stadium lanjut
dibandingkan dengan stadium dini."®* Penelitian
laian pada stadium lanjut menunjukkan ekspresi
VEGF 66,9% yang dihubungkan dengan adanya
metastasis ke kelenjar limfe dan kasus rekuren-
si.** Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
hubungan antara ekspresi VEGF dan peningkat-
an MVD pada KNF subtipe tidak berkeratin.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian observasi-
onal dengan desain cross sectional comparative
study. Populasi penelitian adalah blok parafin
yang telah didiagnosis KNF di Laboratorium
Patologi Anatomik Fakultas Kedokteran Univer-
sitas Andalas, RSUP M. Djamil Padang, RSI
Ibnu Sina Padang, RSI Siti Rahmah Padang,
RSU Ahmad Mochtar Bukit Tinggi pada Januari
2012- Desember 2014.

Sampel penelitian sebanyak 44 kasus
merupakan sampel yang sudah memenuhi
kriteria inklusi dan eksklusi. Kriteria inklusi
adalah semua blok parafin penderita KNF di lima
tempat tersebut di atas dengan subtipe KNF
tidak berkeratin berdiferensiasi dan yang tidak
berdiferensiasi. Kriteria eksklusi adalah kasus
KNF yang blok parafinnya tidak ditemukan, atau
blok parafinnya rusak atau tidak cukup mengan-
dung jaringan untuk pemeriksaan VEGF dan
CD31. Sampel didapatkan sebanyak 44 kasus
dengan cara simple random sampling.

Kasus KNF dilakukan review berdasar-
kan klasifikasi WHO 2005. Karsinoma tidak
berkeratin berdiferensiasi adalah tumor ganas
berbentuk lembaran atau sarang-sarang dan
sering dengan pertumbuhan plexiform terdiri
atas sel-sel yang kohesif. Sel-sel tumor
menunjukkan batas sel yang jelas dan masih
ditemukan jembatan interseluler yang samar-
samar. Karsinoma tidak berkeratin tidak
berdiferensiasi adalah tumor yang tersusun
berbentuk syncytial dengan batas sel yang tidak
jelas. Inti besar bulat sampai oval, vesikuler,
kromatin kasar dan nukleoli nyata.

Pemotongan ulang blok parafin dilaku-
kan untuk pewarnaan imunohistokimia VEGF
dan CD31 (untuk menilai MVD). Teknik
pewarnaan imunohistokimia VEGF dan CD31
menggunakan metoda Labeled Streptavidin
Biotin Complex dilakukan dengan prosedur
manual. Antibodi primer yang digunakan adalah
VEGF dan CD31 dari Dako, Glostrup, Denmark
dengan pengenceran 1:100. Ekspresi VEGF
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berdasarkan kriteria yaitu skor 0, ekspresi pada
sel tumor kurang dari 10%. Skor 1 (+) ditemukan
ekspresi pada sel tumor 11%- 20%. Skor 2 (++)
jika ekspresi pada sel tumor 21%-50%. Skor 3
(+++) didapatkan ekspresi pada sel tumor lebih
dari 50%. Ekspresi jika skor 1(+), 2 (++) dan 3
(+++) pada sﬁoplasma dan atau membran sel
berwarna cokelat.'

Microvessel density dinilai dengan
ekspresi CD31, yang terwarnai cokelat pada
membran sel. Sel endotel yang terwarnai
dihitung sebanyak lima lapang pandang yang
berbeda pada setiap slaid. Skor rata-rata
ditentukan dan digunakan sebagai hasil akhir.
MVD vyang tinggi jika didapatkan =25 sel
endothel yang terwarnai sedangkan <25 sel
endothel yang terwarnai merupakan MVD yang
rendah.

Data yang didapat diolah dan dianalisis
dengan metode statistik yang sesuai. Analisis
univariat, berupa deskripsi yaitu karakteristik
umum dan subtipe histopatologik KNF serta
ekspresi VEGF. Analisis bivariat menggunakan
uji statistik chi-square untuk menganalisis
hubungan ekspresi VEGF dengan MVD pada
KNF tidak berkeratin.

HASIL
Tabel 1. Perbedaan karakteristik umum dan subtipe
histopatologik.

Karakteristik f %
Kelompok umur (tahun)
<30 11 13,25
30-39 10 12,5
40-49 30 36,14
50-59 26 31,33
>60 6 7,23
Jenis kelamin
Laki-laki 54 65,1
Perempuan 29 34,9
Subtipe histopatologik
Karsinoma sel skuamosa berkeratin 0 0
Karsinoma tidak berkeratin berdiferen- 44 53
siasi
Karsinoma tidak berkeratin tidak ber- 39 47
diferensiasi
Karsinoma sel skuamosa basaloid 0 0
Total 83 100

Pada Tabel 1 ditemukan kelompok umur yang
terbanyak adalah 40-49 tahun yaitu 36,14%
dengan umur termuda ialah 12 tahun dan tertua
74 tahun. Jenis kelamin laki-laki lebih banyak
ditemukan yaitu 65,1%. Subtipe histopatologik
tidak berkeratin berdiferensiasi lebih banyak
yaitu 53%.

32

prrrEtd Patologi

Tabel 2. Perbedaan ekspresi VEGF pada KNF
subtipe tidak berkeratin.

Ekspresi VEGF F %
Positif 30 68,2
Negatif 14 31,8

Tabel 2 memperlihatkan bahwa seba-
gian besar (68,2%) KNF subtipe tidak berkeratin
mengalami ekspresi VEGF. Gambaran mikros-
kopik ekspresi VEGF positif 3 pada KNF tidak
berkeratin berdiferensiasi dan kontrol positif
VEGF dapat dilihat pada Gambar 1 sedangkan
yang tidak berdiferensiasi pada Gambar 2.

Gambar 1. Gambaran mikroskopik ekspresi VEGF
pada KNF tidak berkeratin berdiferensiasi. A. Positif 3
ditandai warna cokelat pada membran dan atau
sitoplasma pada >50% sel tumor (pembesaran 400x);
B. Kontrol positif VEGF pada ginjal normal
(pembesaran 200x).

“C’*’?ﬁ “’?;'-? 3 AT D ﬁ!‘(f{ ?g
f‘g’ié‘;: '}4‘ e ”‘3{ e ]

.l‘; ; \’\ ?‘

A : o ': o D - s ) L) Y 4, e
&J« :;. k P VS 2 N1 % ‘.:‘L"’,y?;,& }‘A '&g“;{ﬁc
SOEETOLN 2 ':&’ "Qﬁ& :hs‘fd:

Gambar 2. Gambaran mikroskopik ekspresi VEGF
pada KNF tidak berkeratin tidak berdiferensiasi. A.
Positif 3 ditandai warna cokelat pada membran dan
atau sitoplasma pada >50% sel tumor (pembesaran
400x); B. Positif 2 ditandai warna cokelat pada
membran dan atau sitoplasma pada 21%-50%
(pembesaran 400x).

Tabel 3. Perbedaan ekspresi VEGF berdasarkan KNF
subtipe tidak berkeratin.

VEGF Total
Subtipe histopatologik Positif Negatif F (%)
F (%) F (%)
Tidak berkeratin 16 (72,70 6(27,3) 22 (100)

berdiferensiasi
Tidak berkeratin tidak 14 (63,6) 8(36,4) 22 (100)
berdiferensiasi
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Tabel 4. Perbedaan MVD berdasarkan KNF subtipe
tidak berkeratin.

MVD Total
Subtipe histopatologik  Tinggi Rendah F%’Z)
F (%) F (%)
Tidak berkeratin 12 (54,5) 10 (45,5) 22 (100)
berdiferensiasi
Tidak berkeratin tidak 8 (36,4) 14 (63,6) 22 (100)
berdiferensiasi

Pada Tabel 3 menunjukkan ekspresi
VEGF pada KNF tidak berkeratin berdiferensiasi
yaitu 72,7% dan yang tidak berdiferensiasi
63,6%. Pada Tabel 4 menunjukkan bahwa pada
KNF subtipe tidak berkeratin berdiferensiasi
mempunyai MVD yang tinggi sebesar 54,5%.
Gambaran mikroskopik MVD dapat dilihat pada
Gambar 3.

Gambar 3. Gambaran mikroskopik MVD yang
terwarnai cokelat (membran sel) dengan CD31. A
MVD yang tinggi (pembesaran 200x); B. MVD yang
tinggi (pembesaran 400x).

Tabel 5. Hubungan ekspresi VEGF dengan MVD.

MVD Total
VEGF Tinggi Rendah
F (%) F (%) F (%)
Positif 20 (66,7) 10 (33,3) 30 (100)
Negatif 0(0) 14 (100) 14 (100)

p = 0,001

Pada Tabel 5 menunjukkan KNF
dengan ekspresi VEGF didapatkan MVD yang
tinggi sebesar 66,7% sedangkan pada yang
tidak mengalami ekspresi VEGF tidak satupun
dengan nilai MVD yang tinggi. Secara statistik
terdapat hubungan yang bermakna antara
ekspresi VEGF dengan MVD dengan nilai
p=0,001.

DISKUSI

Pada penelitian ini ditemukan KNF subtipe
histopatologik tidak berkeratin berdiferensiasi
yaitu 53% dan KNF tidak berkeratin tidak
berdiferensiasi yaitu 47%. Hal ini sesuai dengan
penelitian terdahulu yang melaporkan bahwa
kasus KNF  subtipe  tidak berkeratin
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berdiferensiasi 66%,'° dan 23%" dan yang tidak
berkeratin tidak berdiferensiasi  34%" dan
68,4%." Hal tersebut diduga penyebab tumor
ganas Yyang bersifat multifaktorial menurut
perbedaan letak geografis, kelainan genetik,
etnis, makanan, paparan lingkungan dan infeksi
virus Epstein Barr serta nitrosamin.™?

Penelitian ini menemukan insiden KNF
1,86:2 pada laki-laki dibandingkan perempuan.
Peneliti terdahulu melaporkan insiden 3:1.5;
dan 2,89:1."° Hal ini diduga oleh paparan rokok,
paparan debu kayu yang lebih banyak pada laki-
laki.

Pada penelitian ini dilaporka kelompok
umur 40-49 tahun 65,1%). Umur termuda kasus
KNF adalah 12 tahun sedangkan yang tertua 74
tahun. Penelitian terdahulu melaporkan bahwa
KNF dapat mengenai semua umur dengan
insiden meningkat setelah umur 30 tahun dan
mencapai puncak pada umur 40-60 tahun;>*’
dan 32,9%.'® Hal ini diduga karena paparan
karsinogen membutuhkan waktu yang cukup
lama sampai terjadinya suatu keganasan.

Pada penelitian ini ekspresi VEGF KNF
tidak berkeratin berdiferensiasi didapatkan
68,2%, berkeratin dan berdiferensiasi 31,8%,
sedangkan berdasarkan subtipe tidak berkeratin
berdiferensiasi didapatkan 16 kasus (72,7%)
dan subtipe tidak berkeratin tidak berdiferensiasi
14 kasus (63,6%). Berdasarkan MVD ditemukan
KNF subtipe tidak berkeratin berdiferensiasi
54,5% dan tidak berkeratin tidak berdiferensiasi
36,4%. Hal ini sesuai dengan penelitian ter-
dahulu bahwa KNF tidak berkeratin mempunyai
perilaku yang lebih agresif dan tingkat proliferasi
lebih tinggi dibanding subtipe berkeratin;*® dan
dihubungkan dengan metastasis ke kelenjar
limfe.™

KNF dengan ekspresi VEGF didapatkan
MVD 66,7% sedangkan yang tidak mengalami
ekspresi VEGF tidak satupun menunjukkan nilai
MVD yang tinggi, yang secara statistik menun-
jukkan hubungan pada nilai p=0,001. Penelitian
terdahulu melaporkan bahwa KNF stadium Il
dan IV ditemukan ekspresi VEGF dan MVD
yang meningkat tetapi secara statistik ditemukan
hubungan yang tidak bermakna (p>0,05);13'18

Karsinogenesis dan progresivitas tumor
tergantung pada pembentukan pembuluh vas-
kuler baru sekitar tumor yang diregulasi oleh
VEGF di mana VEGF ini dilepaskan oleh sel-sel
tumor. Microvessel density (MVD) digunakan
untuk menilai progresi suatu tumor; sehingga
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MVD vyang tinggi dihubungkan dengan faktor
prognosis yang buruk. Invasi dan metastasis
pada KNF menunjukkan adanya hubungan yang
erat antara MVD vyang tinggi dan ekspresi
VEGF; sehingga hal ini dapat digunakan untuk
memprediksi terjadinya metastasis pada pasien
KNF.

Pada penelitian ini ditemukan ekspresi

VEGF dan MVD yang tinggi pada KNF tidak
berkeratin. Hal ini menunjukkan adanya prog-
nosis buruk dan mempunyai progresifitas yang

tinggi.

KESIMPULAN
Ekspresi VEGF pada KNF tidak berkeratin
menunjukkan peningkatan MVD.
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