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ABSTRAK

Nama : Rebecca N. Angka
Program Studi : Ilmu Biomedik Kekhususan Onkologi
Judul . Pola ekspresi VEGF-C secara imunohistokimia pada

kanker payudara stadium IT dengan HER-2 positif dan
hubungannya dengan penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak

Faktor pertumbuhan endotel vaskular atau Vascular Endothelial Growth
Factor (selanjutnya disebut VEGF) adalah suatu glikoprotein dimer yang
dihasilkan oleh sel tumor dan jaringan yang memerlukan pasokan pembuluh darah
baru. Beberapa penelitian membuktikan bahwa terdapat hubungan antara
penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak dengan ekspresi VEGF C dan D
terutama pada kanker payudara jenis duktal invasif. Ekspresi berlebihan dari
VEGF disertai ekspresi berlebihan dari HER-2 ditemukan pada 77,2% pasien
kanker payudara. Lebih jauh diketahui bahwa ekspresi VEGF berhubungan
dengan penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak.

Pengaruh faktor int mendorong peneliti untuk mempelajati kanker
payudara stadium II dengan HER-2 positif karena penyebaran ke kelenjar getah
bening ketiak pada sisi yang sama dengan kanker payudara, mulai ditemukan pada
stadium II baik pada tumor ukuran di bawah 2 cm ataupun pada tumor berukuran
lebih dari 2 cm. Dalam penelitian ini dinilai pola ekspresi VEGF pada subjek
dengan penyebaran ke kelenjar getah bening (N1) dan pada keadaan belum
adanya keterlibatan kelenjar getah bening (NO).

Ekspresi VEGF dapat diamati dan diukur derajatnya pada jaringan kanker
payudara dengan teknik imunohistokimia. Pola ekspresi yang didapatkan dari
hasil penelitian ini diharapkan dapat melihat sifat biologik kanker payudara dalam
hal penyebarannya ke kelenjar getah bening ketiak dan dapat digunakan sebagai
faktor prediksi dalam hal penyebarannya, sehingga membantu dalam membuat
keputusan mengenai terapi pada kanker ini. Sebanyak 95 sampel kanker payudara
stadium II dengan HER-2 positif tahun 1999 — 2009 diperiksa pola ekspresi
VEGEF-C. Didapatkan perbedaan tidak bermakna antara ekspresi VEGF-C pada
kelompok NO dan N1 (5 dan 90, dengan p = 0,086).

Kata kunci: kanker payudara, VEGF-C, penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak regiona! ipsilateral

Universitas Indonesia



ABSTRACT

Name : Rebecca N. Angka
Study Program : Biomedic Science (Major Oncology)
Title : Expression VEGF-C by immunohistochemical staining in

breast cancer stage 1I with HER-2 positive and associated
with axillary lymph node metastasis.

Vascular Endothehal Growth Factor (VEGF) is a dimeric glycoprotein
produced by tumor cells and tissues that require ample blood supply. Some
studies have suggested that there is an assocation between metastasis of cancer
cells to the axillary lymph nodes and VEGF C and D especially in ductal invasive
breast carcinoma. The overexpression from VEGF together with HER-2 were
found in 77.2 percent of breast cancer patients. Furthermore evidence suggest that
VEGF expression is connected with the spread of cancer to the axillary lymph
nodes. '

We examined breast cancer stage Il with HER-2 positive, as the spread of
cancer cells to the axillary lymph nodes from the same breast cancer side will only
be found at stage II for both tumour under 2 cm or more than 2 cm. We examined
VEGF-C expression in breast cancer by immunohistochemistry and we analyzed
the its relationship with axillary lymph node.

The results from this research is aimed at monitoring the spread of breast
cancer to the axillary lymph nodes and to predict its spread and therefore to find
the most effective treatment management for this type of cancer. We analyzed
VEGF-C expression in 95 sample breast cancer stage II with HER-2 positive from
1999 — 2009. There is no significant associated between VEGF-C expression and
axillary lymph node (p = 0,089).

Key words: breast cancer, VEGF-C, ipsilateral axillary lymph node metastasis
regional
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Sudah lama diketahui bahwa status kelenjar getah bening ketiak pada kanker
payudara merupakan faktor prognosa dan perkiraan (predictive factor) yang
berdiri sendiri (independent) selain dari pada derajat keganasan histologi dan
ukuran tumor'. Dalam hal penyebaran ke kelenjar getah bening, kanker payudara
vang mengekspresikan HER-2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor-2)
disertai penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak mempunyai prognosa yang
lebih buruk dibandingkan dengan kanker payudara yang tidak mengekspresikan
HER-2 disertai penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak, karena ekspresi
berlebih dari HER-2 dianggap berhubungan dengan agresifitas penyakit. HER-2
adalah suatu protoonkogen tirosin kinase yang merupakan golongan dari
Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR). Reseptor HER-2 terdiri dari tiga
domain yaitu ekstraseluler, membrane sel dan intraseluler yang pada akhirnya
akan meneruskan sinyal ke inti sel sehingga terjadi proliferasi sel. Domain
intraseluler mempunyai aktivitas tirosin kinase yang mengatur aspek ﬁsio[ogi;
pertumbuhan dan differensiasi sel. Domain ekstraseluler berinteraksi dengan
anggota famili HER sebagai ko-reseptor dan memfasilitasi sinyal transduksi
sebagai bagian komplek heterodimer yang terbentuk setelah berikatan dengan
ligan. Ligan untuk reseptor ini dikenal sebagai heregulin adalah famili faktor
pertumbuhan yang mengikat HER-3 dan HER-# kemudian akan menginduksi
heterodimer dengan HER-2 dan meneruskan sinyal selanjutnya, Heregulin setelah
dimerisasi dengan HER-3, melalui HER-2 menstimulasi jalur multipel intraseluler
termasuk the mitogen-activated protein kinase (MAPK) dan AKT/PI3K
(phosphatidylinositol-3 kinase) yang mengakibatkan peningkatan proliferasi,
resisten terhadap apoptosis dan peningkatan angiogenesis. Ekspresi berlebih dari
HER-2 mengubah sel menjadi ganas dan meningkatkan tumorigenesis. HER-2
yang merupakan faktor yang merangsang penyebaran, mempengaruhi proses
replikasi dan meningkatkan tumorigenesis. Ekspresi berlebih dari HER-2 terdapat

pada 20% sampai 40% kanker payudara®>*>%".
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Saat ini diketahui ada enam perubahan dalam fisiologi sel yang terkumpul
menyebabkan keganasan®, yaitu:

1. Sinyal pertumbuhan sendiri
Tidak sensitif terhadap sinyal anti pertumbuhan
Menghindari program kematian sel (apoptosis)

Kemampuan replikasi tak terbatas

LR N

Pembentukan pembuluh darah baru (angiogenesis) terus menerus

6. Invasi jaringan dan penyebaran (metastasis).
Peningkatan pertumbuhan akan menyebabkan perubahan metabolisme yang
menuju pada hipoksia. Hipoksia akan merangsang terjadinya pembentukan
pembuluh darah baru dimana VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
sebagai salah satu faktor yang berperan penting®.

VEGF adalah suatu glikoprotein dimer yang dikeluarkan oleh sel tumor
dan jaringan yang memerlukan pasokan pembuluh darah baru. VEGF bekerja
melalui reseptornya yaitu VEGFR-2 dan VEGFR-1 yang berada pada endotel dan
keduanya diinduksi pada keadaan hipoksia untuk memacu limfangiogenesis.
VEGF-A adalah heparin yang terikat pada glikoprotein dengan kemampuan
angiogenik, mitogenik dan permeabilitas vaskuler yang meningkatkan aktivitas
mitogenesis dan migrasi untuk sel endotel, menginduksi proteinase yang menuju
perpindahan matriks ekstraseluler, meningkatkan permeabilitas vaskuler dan
vasodilasi, mempertahankan pembuluh darah baru melalui penghambatan
apoptosis sel endotel. VEGF-C dan VEGF-D adalah sitokin yang tidak hanya
untuk angiogenik tapi juga aktifitas limfangiogenik. VEGF-C dan VEGF-D
berafinitas pada reseptor tirosin  kinase, VEGFR-3 yang memacu
limfangiogenesis, suatu komponen utama yang penting untuk penyebaran ke
kelenjar getah bening regional. Sebagai ligan, VEGF-C dan VEGF-D merangsang
fosforilasi VEGFR-3 dan mengatur pertumbuhan dan diferensiasi endotel limfatik
sendiri atau bersamaan dengan faktor pertumbuhan lainnya. VEGF berperan juga
pada proses penyembuhan luka, proliferasi endometrium, kehamilan dan
terekspresi pada beberapa jenis kanker, antara lain: paru, tiroid, payudara, saluran
gastrointestinal, ginjal dan kandung kemih, sel telur dan uterus. Pada jaringan

normal, seperti jantung dan paru terjadi ekspresi gen VEGF-C dalam jumlah
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tinggi, sehingga dapat diperkirakan bahwa VEGF-C penting untuk homeostasis
jaringan. Mutasi pada gen VEGFR-3 menyebabkan terjadinya pembesaran
kelenjar getah bening. Ekspresi VEGF dapat dipakai sebagai petanda harapan
hidup pada kanker melalui peningkatan limfangiogenesis dan penyebaran melalui
pembuluh darah dan pembuluh limfe. Ini berarti harapan hidup menjadi lebih
buruk. Beberapa penelitian membuktikan bahwa terdapat hubungan antara
penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak dengan ekspresi VEGF C dan D
terutama pada kanker payudara jenis karsinoma duktal invasif. Ekspresi berlebih
dari VEGF ditemukan pada 77,2% pasien kanker payudara dengan ekspresi
berlebih dari HER-2. Lebih jauh diketahui bahwa ekspresi VEGF berhubungan
dengan penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak™'*'"'>"%,

Terapi kanker payudara saat ini ditentukan oleh stadium dan penentuan
stadium kanker payudara ditetapkan berdasarkan sisten TNM (Primary Tumor,
Regional Lymph Nodes, Distant Metastasis)"® (AJCC/American Joint Committee
on Cancer, Cancer Staging Manual 6™ ed) dimana pembagian stadium I{ terdiri
dari:

¢ stadium H A : TO, N1, M0
T1, N1, MO
T2, NG, M0
e stadium Il B : T2, NI, MO
T3, N, M0
TO : tidak ada massa tumor
T1 : diameter <2 cm
T2 : diameter > 2 - < 5 cm
T3 : diameter > 5 ¢m
NO : tidak ada penyebaran ke kelenjar getah bening
NI : penyebaran ke 1 - 3 kelenjar getah bening dan/atau dengan tehnik Sentinel
Node Lymph Procedure (SLNP) ke kelenjar getah bening mamaria interna.
Kanker payudara stadium dini adalah :
o stadium 0 : karsinoma insitu

o stadium | :pTlmikroinvasif, pTa/b/cNOQ

o stadium IIA : > 2 - <35 em, pNImikrometastasis,a,b,c
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Penelitian ini dilakukan pada kanker payudara stadium It dengan HER-2
positif karena pada umumnya penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak pada
sisi yang sama baru mulai terdeteksi nyata pada kanker payudara baru mulai
ditemukan pada stadium II, baik pada tumor yang berukuran di bawah 2 cm
maupun pada tumor yang berukuran lebih dari 2 cm, di mana ini merupakan salah
satu faktor perkiraan yang penting untuk menentukan penatalaksanaan pengobatan
kanker payudara selanjutnya disamping faktor-faktor lainnya. Hubungan antara
pola ekspresi VEGF dengan keterlibatan kelenjar getah bening pada kanker
payudara dengan HER-2 positif perlu dilengkapi untuk menentukan penanganan
yang tepat''*, Dalam penelitian ini dinilai pola ekspresi VEGF pada kasus dengan
penyebaran ke kelenjar getah bening (NI1) dan pada keadaan belum adanya
keterlibatan kelenjar getah bening (NO).

Ekspresi VEGF dapat diamati dan diukur derajatnya pada jaringan
kanker payudara dengan teknik imunohistokimia. Pola ekspresi yang didapatkan
dari hasil pené!itian ini diharapkan dapat melihat sifat biologik kanker payudara
dalam hal penyebarannya ke kelenjar getah bening ketiak dan dapat digunakan
sebagai faktor prediksi dalam hal penyebarannya, sehingga bisa dilakukan

penentuan/pemilihan metode penanganan yang lebih baik.

1.2 Perumusan masalah
Berdasarkan latar belakang permasalahan di atas, maka dirumuskan
pertanyaan penelitian sebagai berikut:
1. Bagaimana pola ekspresi VEGF-C pada kanker payudara stadium Il dengan
HER-2 positif, NO dan N1?
2. Adakah hubungan antara ekspresi VEGF-C dengan penyebaran di kelenjar
getah bening ketiak pada kanker payudara stadium II dengan HER-2 positif?

1.3 Hipotesis

Pada kanker payudara stadium IT dengan HER-2 positif akan mengekspresi
VEGEF-C lebih rendah pada status NQ daripada N1.

1.4 Tujuan penelitian
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Tujuan umum:
Mempelajari pola ekspresi VEGF-C pada kanker payudara stadium 1l

dengan HER-2 positif.

Tujuan khusus:
1. Mendapatkan pola ekspresi VEGF-C pada kanker payudara stadium II

dengan HER-2 positif.
2. Membandingkan pola ekspresi VEGF-C pada kanker payudara stadium 11
dengan HER-2 positif dengan dan tanpa penyebaran ke kelenjar getah

bening.

1.5 Manfaat penelitian
Pola ekspresi VEGF-C pada kanker payudara stadium II, HER-2 positif
dengan atau tanpa penyecbaran ke kelenjar getah bening ketiak dapat

digunakan sebagai data tambahan dalam menentukan progresifitas

penyakit dan respon terhadap pengobatan.
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2.1
2.1.1

BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

Kanker payudara
Epidemiologi dan faktor-faktor risiko terjadinya kanker payudara
Kanker payudara merupakan jenis kanker terbanyak diderita oleh
perempuan di dunia menurut data WHO pada tahun 2002 dan merupakan
penyebab kematian pertama pada perempuan di Indonesia pada tahun
2005, Jumlah kasus payudara pada perempuan menunjukkan
peningkatan setiap tahunnya. Hal ini mungkin disebabkan karena
perubahan gaya hidup perempuan modern sebagai tenaga professional
yang sukses menyebabkan mereka menunda atau tidak hamil,
meningkatnya kegemukan disertai berkurangnya aktivitas fisik dan
meningkatnya penggunaan terapi sulih hormon. Faktor nongenetik seperti
kehamilan pada usia lebih muda, aktivitas fisik, merokok dan berat badan
yang seimbang secara umum akan melindungi perempuan dari resiko
terkena kanker payudara'®
Kanker payudara selalu merupakan sumber tekanan bagi penderita dan
keluarganya katena payudara merupakan simbol estetik yang berharga.
Penderitaan ini juga disebabkan karena banyak penderita yang baru
mencati pengobatan saat stadium penyakit telah lanjut. Stadium kanker
payudara vang digunakan saat ini memakai sistem TNM" (AICC Cancer
Staging Manual 6™ ed) :
¢ Stadium 0 : Tis, N0, M0
e Stadium [ :TI (termasuk T1mikroinvasif), NO, M0
e Stadium Il A : TO, N1, M0

T1 (termasuk T1mikroinvasif), N1, M0

T2, NO, MO
e Stadium Il B :T2, N1, M0

T3, NO, MO
e Stadium III A : TO, N2, M0

T1 (termasuk T Imikroinvasif), N2, M(
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T2, N2, M0
T3, NI, MO
T3, N2, MO
o Stadium Il B : T4, semua N, M0
Semua T, N3, M0

e Stadium IV :semuaT, semua N, M1

Sebagaimana ditemukan pada jenis kanker yang lain, kanker payudara

disebabkan oleh berbagai faktor herediter dan faktor lingkungan yang multipel.

Faktor-faktor risiko yang berkaitan dengan terjadinya kanker payudara adalah:

usia : Risiko terkena kanker payudara meningkat dengan bertambahnya
usia (> 55 tahun)'.

herediter dan riwayat keluvarga : 5% dari kasus kanker payudara

~disebabkan karena faktor herediter akibat adanya mutasi pada gen BRCA1

dan BRCA2"".

diet : Diet rendah lemak disertai konsumsi sayuran dapat menurunkan
risiko terjadinya kanker payudara"".

alkohol : Alkohol meningkatkan risiko terjadinya kanker payudara™'’.
kegemukan (obesitas) : Penambahan berat badan setelah menopause
meningkatkan risiko terjadinya kanker payudara. Hal ini kemungkinan
berhubungan dengan meningkatnya produksi estrogen oleh aktivitas
aromatase di dalam jaringan lemak payudara'’.

hormon : Menarche (haid pertama kali) dini, ovulasi yang teratur,
menopause vang terlambat meningkatkan paparan estrogen pada
perempuan  premenopause.  Pemakaian  kontrasepsi  hormonal
meningkatkan risiko terjadinya kanker payudara (risiko relatif = 1,2) tapi
risiko ini akan menghilang bila penggunaan dihentikan. Satu sampai empat
tahun setelah berhenti risiko relatif 1,16, lima sampai sembilan tahun
setelah dihentikan risiko relatif 1,07 dan 10 tahun setelah dihentikan risiko
terjadinya kanker payudara sama dengan bukan pengguna sedangkan
pemberian terapi hormon pengganti meningkatkan estrogen pada

perempuan postmenopause dan ini semua berhubungan dengan
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meningkatnya risiko kanker payudara. Pemberian terapi hormon pengganti

L7

ini juga dipengaruhi oleh lamanya pemakaian''’.

7. Pengaruh lingkungan'’:

Tembakau: pajanan terhadap asap tembakau dan bahan-bahan
karsinogen yang terkandung dalam rokok menyebabkan terjadinya
mutasi gen dengan konsekuensi kanker.

Radiasi: dosis tinggi sinar ion pada dacrah dada sebagai terapi
terhadap kanker lainnya.

Pajanan zat-zat kimia toksik seperti pestisida, kosmetika, dioxin yang

bersifat karsinogen.

2.1.2  Jenis-jenis kanker payudara

Secara histopatologi berdasarkan kiasifikasi WHO 2003, lesi di payudara dibagi

atas]"sz

1.
2.
3.
4,
5.
6.
7.
8.
9.

Karsinoma payudara invasif.

Lesi-lesi prekursor.

Lesi-lesi epitel jinak.

Lesi-lesi mioepitel.

Lesi-lesi mesenkim,

Lesi-lesi fibroepitel.

Tumor dari puting payudara.

Limfoma maligna dan tumor-tumor metastatik.

Tumor pada payudara pria

Karsinoma payudara invasif :

20 ~) N o R W

. Karsinoma duktal, NOS,

. Karsinoma lobular,

. Karsinoma tubular,

. Karsinoma kribriform.

. Karsinoma meduler.

. Karsinoma yang menghasilkan musin.
. Karsinoma neuroendokrin.

. Karsinoma papiler.
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9. Karsinoma mikropapiler.

10. Karsinoma apokrin.

11. Karsinoma metaplastik.

12. Karsinoma kaya lipid.

13. Karsinoma sekretorik.

14. Karsinoma onkositik.

15. Karsinoma adenoid kistik.

16. Karsinoma sel asinik.

17. Karsinoma kaya glikogen.

18. Karsinoma sebasea.

19. Karsinoma inflamatori.

20. Karsinoma payudara bilateral.

Angka kejadian karsinoma duktal invasif sebesar 74,6%-85% dan 4-10%
untuk karsinoma lobular invasif ( seperti dilaporkan Azzopardi dkk' dan lkeda
dkk'”). Angka kejadian jenis kanker payudara lainnya lebih sedikit lagi.

Menurut Yeh 1% jenis dan stadium (ukuran tumor dan adanya
pembesaran kelenjar getah bening) kanker payudara disertai status hormonal,

mempengaruhi harapan hidup pada penderita.

Tabel 2.1: Hubungan stadium dan harapan hidup penderita

5_yearRe]at1ve .................................... I

Stage Survival Rate
; Toger ~
R T
R 029%
e £19%
G R
a—— I i S
v 20%

(A merican _aerc:'_é'f:Soc iety).
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2.1.3 Karsinogenesis kanker payudara
Kanker payudara terjadi karena faktor genetik dan lingkungan yang
menyebabkan terjadinya mutasi pada gen-gen penting. Kanker payudara
dapat dibagi menjadi kanker yang diturunkan (familial) sebanyak 20-30%
dan kanker sporadik 70-80%. Interaksi antara faktor genetik seperti mutasi |
pada gen BRCAl dan BRCA2, dan paparan lingkungan sangat penting
dengan perbandingan genetik yang sangat kuat atau lingkungan yang

sangat kuat'®.

| BRCA1BRCA? |
Familial

Ca!T:er

Gambar 2.1 : Kanker sporadik 75%, kanker familial 25% ( BRCAL,
BRCA2 5% atau 25% risiko familial)'®

Beberapa penelitian membuktikan bahwa estrogen mempengaruhi
terjadinya tumorigenesis payudara di mana perempuan dengan paparan
tinggi hormon seks terutama estrogen akan berisiko lebih tinggi untuk
terkena kanker payudara, yaitu pada perempuan dengan menarche dini dan
menopause lambat. Pemberian antiestrogen jangka panjang dan
pengobatan dengan inhibitor aromatase dapat menurunkan kejadian kanker
payudara kontralateral sebanyak 80%!"S.

Karsinogenesis terjadinya kanker payudara merupakan proses
bertahap yang dimulai dari hiperplasia sampai in situ dan karsinoma
invasif. Tidak ada konsensus yang dapat mengatakan bahwa proses
bertahap karsinogenesis kanker payudara akurat dan kapan waktunya
terjadi perubahan sukar diduga®'. Penelitian yang dilakukan oleh Bai M
dkk pada tahun 2000 membuktikan bahwa terdapat peningkatan proses

apoptosis dan aktivitas proliferasi yang paralel dengan terjadinya
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progresivitas lesi epitel yang bersifat terus menerus menuju karsinoma

duktal invasif.

[ Epitel normal “
Hormon: estrogen,

{Jen yang berpengaruh: T‘ ’ § | progesterone, prolaktin
BRCA 1(17921)
BRCA2(13q!12-13)

ps3 (17p13.1)

AT (11922-23) Faktor pertumbuhan
EGF, TGFa, IGF-1/2,
2p33, amphiregulin,
heregulin

Perubahan genetic Proliferasi sel

Onkogen atipik Reseptor gsiroeen

8q24 (c-myc)

11g13 (int2, CCND1,
BCLI. EMS1)

17q!12 {erbB2)

Gen penekan tumor
Ip (TFSI), 1q{PE1),
3p(VHL), 6q (ER),

Heterogenitas, imutasi,
perubahan transkripsi,
hipermetilasi, LOH
6025.1, delesi Ex5

- [ S—

rrietastagis

11p (H-RASEY, 11g{PgR). | :
13q (RBI), 17q {(NM23), ;  ————
220 (EWS) i : :
uPA, cathepsinD, B, |
kolagenase 1-1V
metalloproteinase H
Faktor preliferasi
-4 ne-2, |
B
Maolekul adhesi sel 1 me’ta'ﬂa';is
N-CAM. integrin. ! ﬂ““ "(5044
E-cadberin : Angiogengsis
Y FGF, APF,CD31 | Y

BE O Backmann . R X " .
. tregorac nee Karsinoma invasive { SRS ES
b i g esi (IDC, ILC} ' et
Dhyneaducd Germansy

Gambar 2.2 : Model karsinogenesis bertahap pada kanker payudara
dimulai dari sel epitel kelenjar payudara normal menjadi
karsinoma payudara yang bersifat insitu dan invasif. 2

Reseptor estrogen yang pada keadaan normal diekspresikan oleh
sel epitel luminal payudara, pada lesi karsinoma duktal insitu
diekspresikan lebih dari 70%. Protoonkogen HER2/neu diekspresikan
secara berlebih hampir separuh dari semua lesi karsinoma duktal insitu
tapi tidak pada hiperplasia atipik. Mutasi tumor supresor gen p53
ditemukan pada hampir 25% lesi karsinoma duktal insitu tapi jarang
mutasi pada jaringan payudara normal atau proliferasi jinak. Terjadi
perubahan pola ekspresi gen selama proses tumorigenesis payudara dari
jaringan normal ke karsinoma duktal insitu tetapi gambaran ekspresi gen

karsinoma duktal invasif hampir sama dengan kanker payudara invasif.
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_,.:c_-if__ ]
Benign Proliferative
Ductal Lumen Changes in Situ

I Akumulasi perubahan genetic dan epigenetik [>

Invasi jaringan (fungsi sel

Respon abnormal untuk faktor - : ganas ben,ambah Ve
pertumbuhan Ekspresi onkogen hilangnya fungsi sel normal
(ct. reseptor esterogen) abnormal (ct. HER2) T
Hilangnya fungsi penekan
tumor (ct. p53) Perubahan stroma
(ct. angiogenesis)
Kegagalan respon Ketidak stabilan genetic (ct. |
terhada]? sinyal loss of heterozygosity) Fenotip tiils
apoptosts dari tumor

Gambar 2.3 : Proses molekuler, seluler dan patologik yang terjadi pada
perubahan dari jaringan normal ke lesi preinvasif'®.

Gen HER2/neu yang terletak pada kromosom 17q adalah golongan gen yang
mengkode reseptor transmembran untuk faktor pertumbuhan, termasuk EGFR
(HERI, ErbB1), HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3), dan HER4 (ErbB4). Reseptor
faktor pertumbuhan memegang peranan penting untuk memulai proliferasi dan
jalur kehidupan sel. Reseptor ini mempunyai daerah ekstraseluler yang akan
berikatan dengan ligan, daerah transmembran dan daerah sitoplasma yang
mempunyai aktivitas tirosin kinase yang dapat mengaktifkan jalur pensinyalan di
bawahnya. Domain ekstraseluler berinteraksi dengan anggota famili HER sebagai
ko-reseptor dan memfasilitasi sinyal transduksi sebagai bagian komplek
heterodimer yang terbentuk setelah berikatan dengan ligan'*® . Ligan untuk
reseptor ini dikenal sebagai heregulin adalah golongan faktor pertumbuhan yang
mengikat HER-3 dan HER-4 kemudian akan menginduksi heterodimer dengan
HER-2 dan meneruskan sinyal selanjutnya®. Heregulin setelah dimerisasi dengan
HER-3, melalui HER-2 menstimulasi reorganisasi aktin, perkembangan struktur

untuk pergerakan seperti filopodia dan lamelipodia dan merangsang motilitas
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pada galur sel kanker payudara. Heregulin juga merangsang p2i-activated kinase
(PAK1), merupakan kinase yang terlibat pada perpindahan sel. Peningkatan
ekspresi HER-2 mengubah sel menjadi ganas dan meningkatkan tumorigenesis.
Setelah perbanyakan HER-2/neu tetjadi, fenotip HER-2 terfiksasi selama masa
.perkembangan tumor, oleh karena itu tes HER-2 dapat dilakukan saat stadium dini
maupun setelah metastasis. Keadaan ini dihubungkan dengan faktor harapan
hidup yaitu diferensiasi buruk, tumor derajat tinggi, proliferasi sel tinggi disertai
keterlibatan kelenjar limfe dan relatif resisten terhadap kemoterapi. Ekspresi
HER-2 dapat dibuktikan dengan pemeriksaan imunohistokimia dan fluorescent in
situ hybridization (FISH)*.

Peningkatan ekspresi HER-2/neu terdapat pada 25% sampai 40% kanker
1:)ayudara.3 dan di artikel lain dikatakan 20% sampai 30 % kanker payudara
invasif®*, Ekspresi HER-2 menyebabkan berkurangnya sensitifitas kanker
payudara ER positif terhadap pengobatan hormonal yang tergantung pada
fosforilasi tidak tergantung pada ligand ER. Hal ini disebabkan karena kanker
payudara HER-2 positif berproliferasi lebih cepat sehingga respon biologik tidak
sebanding dengan respon klinik?. Selain dengan status hormonal yang negatif,
peningkatan ekspresi HER-2 secara bermakna berhubungan dengan pentahapan
histologi yang tinggi dan besarnya tumor?®. Pada tingkat molekuler, peningkatan
HER2 dihubungkan dengan deregulasi kontrol siklus sel fase G1/S melalui
peningkatan regulasi siklin D1, E dan ¢dké, seperti juga penghancuran p2724.

2.1.4 Kelenjar getah bening ketiak
Secara biologi, adanya sel tumor pada kelenjar getah bening ketiak sangat
penting artinya bagi penderita kanker payudara karena dua alasan”’:

e Status kelenjar getah bening ketiak diterima sebagai faktor
prognosis dan prediksi yang berdiri sendiri. Adanya sel tumor
ganas di dalam 1 - 3 kelenjar getah bening ketiak merupakan tanda
bahwa tumor telah menyebar di luar batas payudara. Bila
ditemukan > 4 kelenjar getah bening ketiak mengandung sel tumor
maka sudah termasuk ke dalam N2 di mana ini merupakan stadium

I,
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e Adanya sel tumor di kelenjar getah bening ketiak bukan hanya
merupakan suatu tanda prognosis yang buruk tapi juga merupakan
sumber sel tumor menyebar ke tempat lain yang lebih jauh bila sel-
sel tumor di kelenjar getah bening ini masuk kembali ke dalam
aliran darah menuju organ yang lebih jauh seperti tulang, otak,

paru, hati dan tumbuh di sana.

2.2 Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
VEGF adalah suatu glikoprotein yang bersifat dimer, 34-42 kDa, terdiri dari

¥

62829303132

VEGF-A yang biasa disebut VEGF terdiri dari lima bentuk serupa,
bervariasi panjangnya berdasarkan residu asam amino: VEGF 121, VEGF
145, VEGF 165, VEGF 189 dan VEGF 206. Penelitian lain menyebutkan
ada satu bentuk tambahan lain vaitu VEGF 148. Bagian amino terminal
dari rantai peptida dari ke lima bentuk berikatan dengan reseptor VEGFR
| dan 2, sedangkan bagian karboksil berikatan dengan’ protein heparin-
sulfat dari matrik ekstraselular. VEGF 121 bersifat asam dan tidak
berikatan dengan heparin. VEGF 189 dan VEGF 206 bersifat sangat basa
dan mempunyai afinitas yang sangat kuat terhadap heparin. VEGF 165
mempunyai afinitas sedang terhadap heparin dan dapat ditemukan
berikatan terhadap matriks ekstraselular dan pada permukaan sel. VEGF-A
berikatan dengan VEGFR-1 dan -2 dan sflt]l. VEGF-A diekspresikan
tinggi pada tumor paru, otak, gastrointestinal, urogenital dan kanker
payudara in situ dan invasif,

VEGF-B adalah anggota famili VEGF yang dapat berikatan dengan
VEGFR-1 dan neuropitin-1. Ada dua bentuk VEGF-B yaitu VEGF-B 167,
sebuah peptida yang terlarut dan VEGF-B 189 yang berikatan dengan
matriks ekstraselutar. Faktor pertumbuhan ini bisa didapatkan sebagai
homodimer atau heterodimer dengan VEGF-A. VEGF-B diekspresikan
secara kuat pada otot.

VEGF-C dapat berikatan dengan VEGFR-2 dan VEGFR-3/Flt-4, memberi
efek angiogenesis dan limfangiogenesis. 48% VEGF-C identik terhadap
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VEGF-D dengan NH;- dan perpanjangan C-terminal yang mengapit
bagian homologi VEGF. Dengan pemeriksaan imunohistokimia, VEGF-C
akan diekspresikan di dalam sitoplasma sel tumor. VEGF-C merangsang
mitosis dan perpindahan sel endotel dan meningkatkan permeabilitas
pembuluh darah. Pada dewasa, VEGF-C diekspresikan pada jantung, usus
halus, plasenta, sel telur dan kelenjar tiroid.

VEGF-D juga berikatan dengan VEGFR-2 dan VEGFR-3 dan merangsang
terjadinya limfangiogenesis dan angiogenesis. VEGF-D bersifat mitogenik
untuk sel endotel dan diekspresikan pada beberapa jaringan dewasa seperti
endotelium pembuluh darah, jantung, otot lurik, paru dan usus.

o VEGF-B, VEGF-C dan VEGF-D diekspresikan pada kanker
payudara dengan beberapa hubungan patologik dengan penyebaran
kelenjar,.harapan hidup dan densitas limfatik.

VEGF-E berikatan dengan VEGFR-2 dan merangsang terjadinya
angiogenesis, merupakan molekul VEGF virus.

Placental growth factor (PIGF).

29.30,33.34,35 36 .

VEGFR-1 (Flt-1/fns-like tyrosine kinase receptor) merupakan reseptor
tirosin kinase vyang pertama kali berhasil diidentifikasi. VEGFR-I
berikatan dengan VEGF-A, VEGF-B dan juga PIGF. Ekspresi VEGFR-1
akan meningkat dalam keadaan hipoksia melalui mekanisme yang
tergantung pada HIF-1. VEGFR 1 mengembangkan diferensiasi dan
pertahanan vaskular.

VEGFR-2 (KDR/kinase insert domain containing receptor) merupakan
reseptor utama yang akan merangsang pertumbuhan sel endotelial dan
permeabilitas vaskular dengan mengaktifkan jalur Raf-Mek-Erk.

VEGFR-1 dan VEGFR-2 memiliki tujuh bagian yang menyerupai Ig (/g-
like domains) di bagian ekstraseluler, daerah tunggal di antara membran
(single-transmembrane) dan rangkaian tirosin kinase yang disisipi oleh
bagian kinase.

VEGFR-3 (Flt-4/fins-like tyrosine kinase receptor) yang pada

perkembangan embrionik ada di dalam pembuluh darah tetapi menjadi
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spesifik merangsang limfangiogenesis pada dewasa. VEGFR-3 merupakan
reseptor tirosin kinase yang mengatur perkembangan dan pertumbuhan
sistem limfatik. Pada manusia terdapat dua bentuk yang sama dari protein
VEGFR-3 vaitu VEGFR-3S (short) dan VEGFR-3L (long). Perbedaan
keduanya terletak pada ujung karboksil akibat dari mRNA splicing.

o Pengaturan tambahan melalui reseptor isoform-specific yaitu neuropilin 1
dan neuropilin 2 yang merupakan protein transmembran. Neuropilin tidak
hanya berikatan dengan tiga klas semaforin tetapi juga beberapa isoform
VEGF di mana mereka berfungsi sebagai ko-reseptor nonttrosin kinase,
meningkatkan ikatan VEGF pada VEGFR-1 dan VEGFR2. Neuropilin-2
diekspresikan juga pada pembuluh limfe.

Pengikatan VEGF pada reseptor merangsang homodimerisasi atau
heterodimerisasi yang diikuti oleh transaktivasi bagian tirosin kinase yang akan
memulai VEGF merangsang jalur sinyal transduksi seperti meningkatkan
permeabilitas vaskular (meningkatkan pembentukan stroma tumor), proliferasi sel
endotel, kelangsungan hidup sel endotel dan pembentukan pembuluh.

VEGFE

VEGF-B | VEGF-C
PIGF VEGF VEGE-D

S’ i N
’f?’

VEGF o5 VEGF
b

v

W

NRP-1 NRE-2

1r 1

T . - for
VEGER-1 VEGFR.2 VEGFR-3 Lo-receplors
’l l- ‘ VEGFR- 172
Yeossel organization Angicgenesis Lymphangiogenesis
mxprassion of Profileration, F:olferabion,
matnx profeases Migradion, Migraticsn,
and Survival and Survival

Gambar 2.4 : Interaksi antara anggota famili VEGF dan reseptor VEGF?*

Angiogenesis adalah pembentukan pembuluh darah baru dari pembuluh

yang telah ada. Angiogenesis pada dewasa normal sangat terbatas yaitu pada
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penyembuhan luka dan reproduksi. Angiogenesis yang terus menerus bersifat
patologis dan karakteristik untuk beberapa penyakit seperti diabetes, psoriasis dan
rheumatoid arthritis. Proses angiogenesis dimulai dari penghancuran membran
basal pembuluh darah, migrasi sel endotel dan invasi matriks ekstraseluler dengan
proliferasi sel endotel dan pembentukan lumen kapiler sebelum terjadi
pematangan dan stabilisasi pembuluh yang baru. Kemudian dibutuhkan
pembatasan proliferasi endotel, rekonstruksi dari membran basal, pembentukan
kompleks penyambungan dan pembentukan sel endotel ke dalam lumen baru®’.
Angiogenesis diatur melalui ekspresi keseimbangan positif (faktor
angiogenik) dan negatif (penghambat angiogenesis). Pertumbuhan tumor akan

berhenti bila mencapai ukuran 1-2 mm’

. Apabila tumor bertumbuh di luar
persediaan darahnya atau kehilangan oksigen, maka gen yang bertanggung jawab
terhadap hipoksia dimulai. Hypoxia-inducible factor 1 (HIF 1) adalah suatu
heterodimer dari dua protein yang berikatan dengan DNA yaitu HIF-1a dan the
aryl  hydrocarbon nuclear translocator (ARNT/HIF-1B). Pada keadaan
normoksia, HIF-1a tidak stabil dan secara cepat dihancurkan melalui proteasom
tetapi bila tekanan oksigen turun di bawah 2%, HIF-1a menjadi stabil, berpindah
ke inti dan berinteraksi dengan HIF-18 untuk merekam program gen kompleks

melalui specific hypoxia reponse elements (HRES)E"Z%O‘Z’ !

| Proangiogenic | Antiangiogenic |
VEGF TSP-1
bFGF Anglostatin
TGF, B Endostatin
EGF Vasostatin
TNF-a Interferon-n
Angiogenin Prolactin TGF-a,
Interleukin-8 Tumstatin
Anglopoietin-1,2 Interleukin-12

Gambar 2.5 : Keseimbangan faktor proangiogenik dan antiangiogenik™*

Pada keadaan normoksia, di mana HIF-1a terletak di dalam sitoplasma sel
dan HIF-18 terletak di dalam inti, tiga prolil hidroksilase (prolyl hydroxylase-1,-2
dan -3) menghidroksilasi HIF-1a pada dua residu prolin di domain penghancuran
yang memerlukan oksigen sebagai kofaktor (oxygen-dependent degradation

domain) seperti juga 2-oxoglutarate dari siklus Kreb, vitamin C dan Fe’*, yang
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memimpin pada pengenalan dan pengikatan domain @ oleh protein von Hippel-
Lindau, sebuah protein ligase yang ada di mana-mana yang mentargetkan HIF-ta
untuk dikancurkan di dalam proteasom. Pada keadaan normoksia, peningkatan
HIF-1a dapat terjadi pada fungsi biologis seperti defisiensi glukosa dan aktivasi
onkogen. Pada keadaan hipoksia, molekul oksigen tidak mungkin untuk
hidroksilasi yang menghasilkan stabilitas HIF-1a dan pindah ke inti, untuk
berikatan dengan HIF-1B dan elemen vang bertanggung jawab terhadap hipoksia

pada promoter gen. Ko-aktivator dan polimerase diambil dan aktivitas transkripsi

dari beberapa jalur gen yang terlibat dalam angiogenesis, glikolisis, eritropoesis
20.30.35.37,38.39

dan apoptosis terjadi

Atk yangCriptice
ol fiebged Uty

HRE

Gambar 2.6 : Pengaturan HIF-a selama keadaan normoksia dan hipoksia®®

Pada kanker payudara, frekuensi sel dengan HIF-la positif meningkat
seiring dengan peningkatan stadium dan berhubungan dengan densitas pembuluh
darah, agresifitas tumor dan harapan hidup yang buruk. Ada dua bentuk lain dari
HIF-1a yaitu HIF-2a dan HIF-3a. HIF-2a diekspresikan lebih tinggi di dalam sel
stroma seperti makrofag, membukiikan bahwa HIF-2a mengaktifkan gen hipoksia
yang berbeda. Pada kanker payudara diekspresikan pada sel tumor dan fumor-
assaciated macrophages (TAM5)29‘3?’38. HIF-1a secara langsung mengaktifkan

transkripsi VEGF dan VEGFR-1 dengan pengikatan pada HRE dan memegang
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peran penting selama perkembangan normal dan pembentukan tumor. Penelitian
secara histologi menunjukkan adanya hubungan antara peningkatan ekspresi HIF-
la dan VEGF dengan makin agresif dan ganasnya tumor™.

Faktor angiogenik yang diteliti adalah VEGF, yang secara kuat dirangsang
oleh HIF-1a melalui HREs pada akhir 5° dan 3’ dari gen. Beberapa onkogen juga
mengaktifkan transkripsi dari VEGF dan secara terpisah meningkatkan fungsi
atau ekspresi dari HIF-1a®®, Banyak penelitian yang membuktikan adanya
hubungan antara HIF-1a dengan ekspresi gen VEGF pada keganasan di otak dan
payudara®®®.

Awal dari VEGF-C adalah sepasang homodimer kovalen antiparalel yang
diikat oleh ikatan disulfida (S-S) antara propeptida terminal amino dan karboksi.
Propeptida secara proteolitik bergerak dalam berbagai tahap yang meningkatkan
afinitas VEGF-C terhadap VEGFR-3 dan menuju kematangan, dimer nonkovalen
dengan kemampuannya berikatan dengan VEGFR-2. Tidak diketahui lagi
bagaimana keberadaan propeptida terminal amino dan karboksi tersebut. Sinyal
VEGF-C melalui VEGFR-3 diatur oleh beberapa koreseptor, termasuk neuropilin-
2 dan integrin 1. Aktifitas molekul sinyal di bawahnya meliputi penyebaran sel
endotel, migrasi, proliferasi dan kelangsungan hidup menuju pada pembentukan

pembuluh limfe baru’.
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Gambar 2.7 : Proses proteolitik, spesifisitas pengikatan reseptor dan efek biologis
dari VEGF-C*
VEGEF-C diproduksi oleh sel tumor dan beberapa sel host. Sekresi parakrin
dari peptida ini merangsang limfangiogenesis yang dihubungkan dengan

penyebaran ke kelenjar getah bening regional40‘4l.
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Gambar 2.8 : Jalur sinyal pada limfangiogenesis* .

Penilaian ekspresi VEGF-C dapat dilakukan dengan berbagai cara seperti tehnik
imunohistokimia, in situ hybridization, ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay), RT-PCR (reverse trancription polymerase chain reaction)?** 284,

Pemulasan VEGF yang positif secara imunohistokimia tidak berhubungan
dengan status reseptor hormonal, jumlah kelenjar getah bening yang positif,
pentahapan, ukuran tumor, kejadian kekambuhan atau kematian. Pemulasan
VEGF yang positif secara bermakna berhubungan dengan ekspresi yang
berlebihan dari HER-2, seperti diketahui bahwa HER-2 meningkatkan VEGF
pada galur sel manusia’®. Dengan jumlah kasus yang lebih kecil, Kinoshita J,
dkk® menemukan bahwa ekspresi berlebih dari VEGF-C terdapat pada 39
(39,8%) dari 98 kasus kanker payudara dan berhubungan bermakna dengan invasi
ke kelenjar limfe. Schoppmann SF, dkk®® menemukan adanya hubungan

bermakna antara HIF-1a dengan ekspresi VEGF-C pada 119 kasus kanker
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payudara invasif dengan NI. Gu Y, dkk* menemukan bahwa VEGF-C dan
VEGF-D memegang peran penting terjadinya limfangiogenesis dan menyebabkan

kanker payudara lebih agresif disertai prognosis lebih buruk.

2.3 VEGTF, kelenjar getah bening kefiak dan kanker payudara

Faktor prognosis merupakan pengukuran yang menggunakan waktu saat
diagnosis atau pembedahan dihubungkan dengan hasil (harapan hidup secara
keseluruhan/overall survival, waktu bebas penyakit/disease free survival atau
kontrol lokal). Faktor prognosis klasik untuk kanker payudara adalah demografi,
klinis, patologi, biologi dan karakteristik molekular yang dihubungkan dengan
kekambuhan dan harapan hidup. Penyebaran sel kanker ke kelenjar getah bening
setempat merupakan langkah awal progresi tumor padat dan salah satu faktor
prognosis penting untuk kanker payudara yang dapat memberi informasi penting
untuk stadium. Kelenjar sentinel adalah kelenjar getah bening pertama di dalam
sistem limfatik yang menerima aliran limfe dari tumor primer dan kemungkinan
akan menerima sel metastatik pertama kali. Status kelenjar getah bening ketiak,
besarnya tumor dan derajat keganasan memberikan nilai prognosis bagi pasien
dengan kanker payudara yang dioperasi®®' 414,

Ekspresi berlebih dari HER-2/neu dapat memprediksi penyebaran ke
kelenjar getah bening pertama vang dilewati (sentinel node). Karena ekspresi
berlebih dari HER-2/neu berhubungan dengan peningkatan ekspresi VEGF-C dan
VEGF-C merupakan faktor yang menginduksi terjadinya limfangiogenesis, maka
peningkatan VEGF-C berhubungan dengan penyebaran ke sentinel node.
Penelitian lain  membuktikan bahwa ekspresi berlebih dari HER-2/neu
dihubungkan dengan banyaknya kelenjar getah bening yang positif. Pengangkatan
kelenjar geiah bening ketiak (axillary lymph node dissection/ALND) membuat ahli
patologi dapat menghitung jumlah kelenjar getah bening untuk analisa secara
histopatologi. Sekarang ini pemeriksaan ekspresi HER-2/neu pada kanker
payudara sudah rutin dilakukan karena relatif sederhana dan dapat menilai
onkogen ini sebagai nilai prognostik dan dapat memperkirakan respon terhadap

terapi sistemik. Pasien dengan ekspresi HER-2/neu disertai kelenjar getah bening
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vang positif mempunyai prognosis buruk dibandingkan dengan. HER-2/neu
negatif disertai kelenjar getah bening yang positif. Dapat disimpulkan bahwa
ekspresi berlebih dari HER-2/neu berhubungan dengan subtipe kanker payudara
yang lebih agresif. Karena peningkatan HER-2/neu dihubungkan dengan
prognosis buruk pada kanker payudara, maka kemungkinan merupakan langkah
untuk terjadinya penyebaran secara hematogen. Ekspresi berlebih dari HER-2/neu
berhubungan dengan peningkatan ekspresi VEGF-C*.

VEGF 121-206 terekspresi secara berlebih pada 77,2% pasien dengan
ekspresi yang berlebih dari HER-2/neu dibanding dengan.54,5% pasien tanpa
ekspresi berlebih dari HER-2/neu. Ekspresi berlebih dari HER-2/neu berhubungan
dengan ekspresi berlebih dari VEGF 165-206 pada 87,7% pasien dibanding
dengan 71,0% tanpa ekspresi berlebih dari HER-2/neu. Ekspresi berlebih dari
VEGF sendiri atav kombinasi dengan HER-2/neu berhubungan dengan penurunan

384647 Beberapa penelitian

harapan hidup dan bebas dari kekambuhan
melaporkan bahwa pada beberapa jenis tumor padat manusia, ekspresi berlebih
dari VEGF-C berhubungan secara positif dengan ekspresi dan invasi limfatik,

kelenjar getah bening dan penyebaran jauhmds.
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Gambar 2.9 : Limfangiogenesis merangsang penyebaran tumor secara limfat ik

Walaupun penyebaran ke organ yang jauh terjadi melalui sirkulasi darah,
diperlukan penyebaran awal sel tumor melalui pembuluh limfe ke kelenjar getah
bening. Dari tempat ini mereka akan menyebar lebih jauh melalui sistem limfatik
ke dalam sirkulasi vena di mana mereka akan berakhir di pembuluh kapiler paru
atau langsung melalui pembuluh darah®. Hal ini didukung oleh penelitian pada
kanker kulit yang disebabkan oleh zat kimia, VEGF-C meningkatkan penyebaran
tumor tidak hanya di kelenjar getah bening sentinel tapi juga di organ yang jauh.
Yang lebih penting lagi, tidak ada penyebaran di organ yang jauh tanpa adanya
penyebaran ke kelenjar getah bening®. Sistem limfatik merupakan jalur yang
amat baik untuk penyebaran sel-sel ganas karena diameter lumen limfatik awal
lebih besar dari kapiler darah dan mempunyai membran basal yang tidak
sempurna. Aliran limfe juga lebih lambat daripada aliran darah dan mempunyai

konsistensi yang sama dengan cairan interstitial®".
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Ada tiga langkah yang relevan dalam penyebaran limfaktik, yaitu:
limfangiogenesis, invasi limfatik dan penyebaran ke kelenjar getah bening.
Peningkatan ekspresi VEGF-C dihubungkan dengan peningkatan densitas
pembuluh limfe, penyebaran ke kelenjar getah bening dan penurunan harapan
hidup pasien. Pada pasien dengan kanker payudara invasif terdapat hubungan
antara ekspresi VEGF-C dan densitas dart pembuluh limfe. Invasi limfatik dan
vaskular merupakan tanda prognosis yang buruk, sehingga tidak dibedakan
apakah penyebaran vaskular atau limfatik dan disebut sebagai invasi
limfovaskular. Sebagai ilustrasi ada lima langkah selama proses penyebaran
limfatik®®:

1. Sel tumor keluar dan pindah ke dalam limfatik (invasi limfatik).

2. Terperangkap di dalam aliran kelenjar getah bening

3. .Pembentukan penyebaran mikrometastasis di dalam kelenjar getah

bening

4. Pembentukan penyebaran makrometastasis di dalam kelenjar getah

bening

5. Penyebaran lebih lanjut ke aliran selanjutnya di pembuluh limfatik dan

kelenjar getah bening

aferent
Iyriphat:o vassal

lymphalic vessei

araining lymph a0sc
Gambar 2.10 : Proses penyebaran limfatik™

Ada beberapa faktor lain yang diketahui mempengaruhi terjadinya

metastasis di mana ada dua kategori gen vang terlibat di dalamnya yaitu gen yang

mengaktifkan penyebaran dan gen yang menekan terjadinya penyebaran‘s'
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METODOLOGI
3.1 Kerangka konsep
Penyebaran kanker payudara pada awalnya terjadi melalui sistem limfatik dan
adanya ekspresi berlebih dari VEGF-C pada sel kanker payudara meningkatkan
limfangiogenesis di dalam tumor. Hal ini akan meningkatkan penyebaran ke

kelenjar getah bening ketiak dan pada akhirnya ke organ yang jauh49.
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3.2 Desain penelitian
Desain penelitian adalah studi retrospektif pada penderita kanker payudara

stadium IT dengan HER-2 positif.

26
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3.3 Tempat dan waktu
Penelitian dilakukan di Rumah Sakit Kanker Dharmais, Departemen Patologi

Anatomi sejak bulan November 2008 sampai Juni 2009.

3.3 Populasi dan sampel

Populasi penelitian adalah sampel jaringan blok parafin dari penderita kanker
payudara stadium 11 dengan HER-2 positif yang datang ke Rumah Sakit Kanker
Dharmais. Subyek penelitian adalah sampel jaringan blok parafin yang diambil

antara tahun 1999 sampai 2009 dan memenuhi kriteria inkiusi.

3.4 Kriteria inklusi
Kriteria inklusi
I. Sampel jaringan dari pasien yang telah didiagnosa sebagai
kanker payudara dan dilakukan pengambilan jaringan payudara
disertai kelenjar getah bening ketiak (axillary lymp node
dissection/ALND)
2. Hasil histopatologi ditemukan kanker payudara stadium I
dengan HER-2 positif dan jumlah 10 kelenjar getah bening
ketiak.

Kriteria eksklusi
1. Pasien atau keluarganya menolak untuk menandatangani lembaran
informed consent.
2. Keadaan spesimen yang terdapat dalam arsip tidak memenuhi syarat

untuk pemeriksaan imunohistiokimia

3.5 Besar sampel
Besarnya sampel dihitung dengan rumus uji hipotesis satu proporsi:

_ 2 wpg

===

n = total besar sampel

o = tingkat kemaknaan 1-5% (pada umumnya 5%) = Zogsrs = 1,96
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p = perkiraan perbandingan (dari literatur: 50%)
q=Il-p=1-05=05

d = presisi untuk menentukan nilai p (ditentukan 10%)
= # = 96,04

Jumlah sampel yang diambil untuk pemeriksaan VEGF-C adalah 96 sampel.

3.6 CaraKkerja
3.6.1 Rekrutmen subyek penelitian
~ Sampel jaringan blok parafin dari penderita kanker payudara stadium II

didapatkan dari meneliti arsip hasil Patologi Anatomi di Departemen Patologi
Anatomi dan Litbang Rumah Sakit Dharmais. Pasien/keluarga pasien dengan hasii
Patologi Anatomi yang memenuhi syarat dihubungi untuk diminta kesediaannya
menandatangani informed consent. Dari nomer Patologi Anatomi yang memenuhi
syarat dicari sediaan slide HE untuk diperiksa ulang oleh seorang dokter spesialis
PA dan ditentukan nomor blok parafin yang akan digunakan untuk penelitian
selanjutnya.
3.6.2 Bahan

Bahan penelitian adalah spesimen blok parafin pasien kanker payudara
stadium Il yang menjalani operasi pengangkatan jaringan payudara disertai
kelenjar getah bening ketiak (axiliary lymp node dissection/ALND) di Rumah
Saki.t Dharmais dan disimpan di Departemen Patologi Anatomi Rumah Sakit
Kanker Dharmais.
3.6.3 Metode pemeriksaan

Penilaian pola ekspresi protein VEGF dilakukan secara imunohistokimia
dengan metode avidin-biotin peroxidase complex (ABC). Prosedur
imunohistokimia dan skoring VEGF-C pada penelitian ini mengikuti tehnik yang
dilaporkan sebelumnya oleh Kostopoulos 1, dkk?.
Prosedur laboratorium:
Persiapan jaringan untuk imunohistokimia:

1. Blok parafin dipotong dengan ketebalan Zpm.
2. Direkatkan pada gelas objek yang telah dilapisi dengan poly-I-lysine.

3. Gelas objek dikeringkan semalaman pada suhu 37°C.
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Pre-treatment:

4.

9.
10.

1.
12.

Jaringan di-deparafinisasi dengan xylol 3x5 menit dan alkohol serial
dengan konsentrasi menurun (absolut, 96%, 80%, 70%} masing-masing 5

menit.

. Bilas dengan air suling sefama 3 menit.

Dilakukan &locking peroksidase endogen dengan H;O; 0,5% dalam
metanol selama 30 menit.

Cuci dengan air mengalir selama 1 menit dan cuci beberapa kali dengan
aqua bidestilata.

Sediaan disusun dalam rak tahan panas yang diisi 10 mM Ilarutan
penyangga TE (Tris Edta) pH 9,0 dan dipanaskan (pre-treated) di dalam
decloaking chamber hingga mencapai suhu 125°C, kemudian secara
bertahap suhu akan turun sendiri hingga mencapai suhu 90°C.

Dibtarkan sampai dingin.

Area jaringan yang akan diperiksa ditandai pada gelas objek dengan “PAP
pen” (Dakopatts).

Direndam dalam PBS dengan pH 7,4 selama 5 menit.

Dilakukan blocking dengan normal horse serum (NHS) 3% selama 20

menit,

Pulasan imunohistokimia:

13.

14.

15.

16.
17.

Inkubasi dengan antibodi primer monoklonal tikus anti-VEGF (C-1): sc-
7269 (Santa Cruz Biotechnology, Inc) dengan pengenceran 1:500 selama
satu malam di dalam moist chamber.

Cuci dengan PBS dengan pH 7,4 selama 2x5 menit.

Inkubasi dengan antibodi sekunder biotinylated rabbit anti-goar 1gG
selama 30 menit di dalam moist chamber.

Cuci dengan PBS dengan pH 7,4 selama 2x5 menit.

Inkubasi gelas objek dengan kompleks streptavidin/peroksidase selama 30

menit.

. Cuci dengan PBS dengan pH 7,4 selama 2x5 menit.
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19. Inkubasi slide dengan diaminobenzidine (DAB) selama 5 menit yang
berfungsi sebagai chromogen untuk memunculkan kompleks antigen-
antibodi.

20. Cuci dengan air mengalir selama 10 menit.

21. Counterstain dengan hematoksilin.

22. Cuci dengan atr mengalir.

23. Masukkan ke dalam Lithium Carbonat jenuh (5% dalam aquades).

24. Birukan dalam air mengalir.

25. Dehidrasi dengan alkohol serial (70%, 80%, 96%, absolut) masing-masing
5 menit.

26. Clearing dengan xylol 2x5 menit.

27. Mounting — tutup dengan kaca penutup.

Pembacaan hasil pulasan:
Hasil positif adalah sel-sel tumor yang terwarnai coklat di bagian

sitoplasma. Inti sel tumor berwarna biru.

Cara perhitungan:

Untuk menjaga kesahihan prosedur pulasan, maka setiap kali melakukan
pemulasan disertakan dua slide kontrol yaitu kontrol positif dan kontrol negatif.
Kontro! positif adalah jaringan kanker payudara. Kontrol negatif pada pulasan

adalah sama dengan jaringan sampel namun tidak ditetesi antibodi primer.

Penghitungan skor:
Pulasan imunohistokimia VEGF-C dinilai dengan mikroskop cahaya.

Kasus positif dihitung secara semikuantitatif berdasarkan persentase sel tumor
yang terpulas dan intensitas warna pulasannya.
Perhitungan persentase sel tumor yang terpulas dalam 5 lapang pandang besar:

% 0=0%

% 1=25%

@ 2=26-50%

% 3=>50%
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Intensitas pemulasan menggunakan sistem sebagai berikut:

+ 0= negatif

% 1 =lemah

% 2 =menengah

% 3 =kuat
Penilaian positivitas menggabungkan antara intensitas pemulasan dan persentase
sel yang positif dengan nilai maksimum 6:

¢ Nilai 0 — 3 = negatif atau ekspresi lemah

¢ Nilai 4 — 6 = positif
Cara penilaian ini digunakan oleh Kostopoulos I, dkk®® pada penelitian yang
bertujuan untuk mengevaluasi nilai prognostik dari HER-2 dan VEGF pada pasien

kanker payudara studi random dengan kemoterapi ajuvan.

3.7 Alur penelitian

KPD stadium Il

HER-2 +

NO N1

1 i 1 |
VEGF + ' VEGF - I l VEGF + I l VEGF - \

3.8 Manajemen dan analisis data

Hasil penelitian akan dikelola sebagai berikut:
a. Data deskriptif akan ditampilkan untuk melihat karakteristik
penderita dan semua variabel yang diteliti dan disajikan dalam

bentuk tabular dan tekstular.

Universitas Indonesia



32

b. Dibuat perbandingan propbrsi ckspresi VEGF-C pada kelompok
N1 dan NO dengan uji Chi-square dengan nilai p yang dianggap
bermakna adalah kurang dari 0,05.

C. Analisa data dilakukan dengan menggunakan perangkat lunak
SPSS ver. 11,5 for windows.

3.9 Definisi operasional

a. Usia: adalah umur saat diagnosis yang dihitung dari tanggal lahir
pasien. Jika umur kurang dari enam bulan sejak ulang tahun terakhir,
usia dibulatkan ke bawah. Jika umur enam bulan atau lebih sejak
ulang tahun terakhir, maka usia dibulatkan ke atas.

b. Metastasis ke kelenjar getah bening aksila (N): penyebaran sel tumor
ke kelenjar getah bening regional berdasarkan pTNAM Pathological
Classification; pNO bila tidak ada penyebaran ke kelenjar getah
bening regional dan pNI bila penyebaran ke 1-3 kelenjar getah
bening ketiak pada sisi yang sama dan atau ke ketenjar mamaria
interna dengan penyebaran vang dapat dideteksi secara mikroskop
dengan pengangkatan kelenjar limfe sentinel tapi belum tampak
secara klints.

¢. Grade tumor: derajat diferensiasi tumor dan dikelompokkan sebagai

grade [, I dan [II.

3.10 Etika penelitian

Penelitian ini tidak mengandung unsur intervensi kepada penderita yang
tunduk kepada Deklarasi Helsinki. Namun, pada setiap analisis genetik perlu ada
persetujuan tertulis (informed consent) dari penderita atau keluarganya. Kepada
penderita dan/ atau keluarganya diberikan penjelasan tentang maksud dan tujuan
penelitian serta manfaat yang diharapkan dari penelitian ini. Setelah memahami
dengan jelas, penderita atau keluarganya diminta menandatangani surat
persetujuan jika tidak berkeberatan untuk diikutsertakan dalam penelitian. Kaji
etik dan keterangan lolos kaji etik tefah diperoleh dari Komisi Etik Penelitian

Rumah Sakit Kanker Dharmais dengan surat keputusan no. 12/PEP/11/2008.
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BABR 4
HASIL PENELITIAN

4.1 Karateristik subyek penelitian

Pengumpulan subyek penelitian dimulai dari penelusuran data
penderita kanker payudara di Bagian Litbang/Registrasi Kanker RS
Kanker Dharmais dilanjutkan dengan membuka rekam medis semua
penderita kanker payudara untuk melihat stadium dan hasil pemeriksaan
HER-2. Dari 500 rckam medis yang berhasil diteliti, ternyata hanya
sebagian kecil yang mencantumkan stadium disertai hasil Patologi
Anatomi yang lengkap sehingga penelusuran data penderita kanker
payudara stadium 2 (berdasarkan hasil Patologi Anatomi) dengan HER-2
positif dialihkan dengan mencari langsung di arsip hasil Patologi Anatomi,
baik yang ada di Bagian Litbang/Registrasi Kanker maupun Bagian
Patologi Anatomi RS Kanker Dharmais. Dari data pasien tahun 1999
hingga Desember 2008 didapatkan sebanyak 84 sampel yang memenuhi
kriteria inklusi, tapi beberapa di antaranya fidak ditemukan blok
parafinnya sehingga penelusuran data diteruskan hingga 2009. Sebelum
tahun 2002 pemeriksaan HER-2 belum termasuk pemeriksaan yang rutin
dilakukan di RS Kanker Dharmais sehingga banyak pasien stadium [1
hanya disertai data pemeriksaan ER dan PR saja tanpa adanya
pemeriksaan HER-2 sehingga diputuskan untuk melakukan pemeriksaan
HER-2 pada beberapa pasien stadium II tersebut yang ditemukan blok
parafinnya. Dari 31 sampel stadium II yang dikumpulkan tahun 1999 —
2003 hanya 13 sampel yang diperiksa HER-2 nya karena yang lainnya
tidak ditemukan blok parafinnya dan didapatkan 5 sampel dengan HER-2
+3. 4 sampel tahun 2001 — 2002 diperiksa ulang HER-2 nya untuk
memastikan bahwa HER-2 sampel-sampel tersebut adalah +3. Dari 100
sampel yang diperiksa hingga Mei 2009 didapatkan sebanyak 95 sampel

yang memenuhi syarat untuk dianalisa febih jauh.
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Tabel 4.1 Karakteristik subyek penelitian

Karakteristik Jumlah Persentase
Umur (tahun)
Rata-rata ( Sé]g),ﬂ)l,;i 2)
¢ <35 9 9,47
+ 36-45 23 24,21
s+ 4655 41 43,16
+ >56 22 23,16
+ Total 95 100,00
Tipe histologi
+ Duktal Invasif 88 92,63
+ Non Duktal Invasif 7 7,37
+ Total 95 100,00
Penyebaran ke kelenjar getah bening
+ NO 61 64,21
+ NI 34 35,79
+ Total 95 100,00
Derajat histologi
+ Diferensiasi baik 20 21,05
+ Diferensiasi sedang 24 25,26
+ Diferensiasi buruk 51 53,68
+ Total 95 100,00

4.2 Hasil pulasan imunohistokimia VEGF-C

Gambar 4.1 : Spesimen blok parafin dan slide pulasan imunohistokimia
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Gambar 4.2 : Hasil pulasan imunohistokimia dengan pembesaran 1000x

a. sampel 08-2871 dengan intensitas warna +3
b. sampel 04-0671 dengan intensitas warna +2
c. sampel 08-2103 dengan intensitas warna +1

d. kontrol negatif.

4.3 Analisis tabulasi silang ekspresi VEGF-C dan ada tidaknya
penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak

Tabel 4.2 : Hubungan VEGF-C dengan kelenjar getah bening (KGB)

KGB —— % Total
NI 34 0 3
NO 56 5 61

Total 90 5 95

X% =2,942, p = 0,086
Hasil nilai Kai kuadrat pada uji tabulasi silang adalah 2,942 dengan nilai p =
0,086 dengan catatan bahwa ada sel dengan jumlah/nilai kurang dari 5.
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BABS
PEMBAHASAN

5.1 Demografi

Penelitian pola ekspresi VEGF-C pada kanker payudara stadium Il berhasil
dilakukan pada 95 sampel blok parafin yang ada di Departemen Patologi Anatomi
RS Kanker Dharmais. Semula direncanakan penelitian dilakukan hanya pada
sampel blok parafin yang disimpan sejak tahun 2005 hingga tahun 2007 saja. Pada
penelusuran yang dilakukan baik Ime]alui data rekam medis dan kemudian
dilanjutkan dengan penelusuran arsip hasil PA, maka diputuskan penelusuran
dilanjutkan ke tahun-tahun sebelum 2005 karena jumlah sampel selama 2003 -
2007 belum mencukupi. Dari 500 kasus payudara yang ditelusuri pada awalnya
terdapat 220 (44%) kasus dengan HER-2 positif dan hanya 41 (18,64%) dari 220
kasus dengan stadium 11, 16 kasus di luar stadium II, sisanya tidak mencantumkan
stadium. Penelusuran sampel blok parafin dilakukan dengan membaca ulang slide
HE untuk menentukan blok parafin mana yang mengandung massa tumor tanpa
adanya daerah yang nekrosis. Penilaian HER-2 dilihat dari hasil PA dan dipilih
HER-2 dengan nilai +3. Penelusuran blok parafin sebelum tahun 2000
mendapatkan kendala berupa blok parafin yang sudah semakin tidak representatif
untuk dilakukan pulasan imunohistokimia dan sulitnya menemukan blok parafin
yang diinginkan, di samping tentu saja sampel sebefum tahun 2000 belum
dilakukan pemeriksaan HER-2. Karena itu, maka diputuskan penelusuran kasus
dilanjutkan ke tahun 2009 dengan perkiraan blok parafin pasti baik kondisinya,
mudah ditemukan dan pemeriksaan HER-2 sudah dilakukan.

Usia termuda subyek penelitian adalah 27 tahun, tertua 70 tahun dengan usia
rata-rata 49,11 tahun (SD 9,82) dan kelompok usia 46 — 55 tahun merupakan
jumlah yang terbanyak (43,16%).

Jenis kanker payudara duktal invasif merupakan jenis terbanyak pada 88 dari
95 sampel penelitian (92,63%). Tkeda T' melaporkan bahwa kanker payudara
duktal invasif merupakan 85% dari seluruh kanker payudara dan kemungkinan
penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak 15% walaupun ukuran tumor kurang

dari | em dan 26% bila ukuran tumor antara 1,1 - 2 cm.
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5.2 Hubungan ekspresi VEGF-C dengan HER-2

Penclitian dilakukan pada sampel dengan HER-2 positif berdasarkan
kepustakaan yang mengemukakan bahwa ekspresi berlebih dari HER-2 akan
meningkatkan ekspresi VEGF-C. Pada penelitian ini ditemukan ekspresi VEGF-
C pada 90 dari 95 sampel (94,74%). Hal int sesuai dengan penelitian yang telah
dilakukan oleh Nathanson SD MD, dkk*, Konecny GE, dkk* dan Blackwell KL,
dkk”’. Mereka melaporkan bahwa ekspresi berlebih dari HER-2/neu berhubungan
dengan peningkatan ekspresi VEGF pada sel-sel kanker payudara, tapi tidak
berhubungan dengan kelenjar getah bening ketiak vang positif. Konecny GE,
dkk®® menunjukkan bahwa VEGF merupakan target selanjutnya dari jalur sinyal
HER-2/neu, tapi bagaimana mekanisme sesungguhnya hingga kini betum jelas
diketahui.

Untuk mengetahui apakah ekspresi berlebih dari HER-2 dan VEGF dapat
mempunyai nilai prognosis, maka Kostopoulos I, dkk®™ melakukan penelitian
pada tiga kelompok: kelompok risike rendah dengan tidak adanya ekspresi
berlebih dari HER-2 dan pewarnaan VEGF negative, kelompok risiko menengah
dengan ekspresi berlebih dari HER-2 atau pewarnaan VEGF positif dan kelompok
risiko tinggi dengan ekspresi berlebih dari HER-2 dan pewarnaan VEGF yang
positif. Hasil penelitian yang dilakukan pada 394 pasien menemukan bahwa
ekspresi tinggi dari VEGF terdapat pada 72% kanker payudara, ini sesuai dengan
hasil penelitian ini. Ekspresi berlebih dari HER-2 ditemukan pada 31%. Rata-rata
ekspresi berlebih dari HER-2 lebih tinggi secara bermakna pada pasien dengan
pewarnaan VEGF positif (35% dibandingkan dengan 21%, p=0,02). Pewarnaan
VEGF yang positif tidak ada hubungannya dengan status reseptor, jumlah kelenjar
getah bening yang positif, grade, ukuran tumor maupun insiden kekambuhan atau
kematian. Walaupun pada penelitian ini tidak dianalisa lebih lanjut mengenai
angka kekambuhan dan harapan hidup tapi peneliti mendapatkan beberapa pasien
telah meninggal dunia dalam waktu kurang dari 3 tahun. Ini menimbulkan

berbagai pertanyaan antara lain faktor apa saja yang berpengaruh pada perjalanan
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kanker payudara karena walaupun sudah mendapatkan penanganan yang tepat dan
terpadu pada kanker payudara stadium dini (dalam hal ini stadium II) tapi hasil
yang didapatkan pasien masih belum memuaskan.

Bagaimana pola ekspresi VEGF-C pada kanker payudara dengan HER-2
negatif perlu penelitian lebih lanjut. Apakah ada hubungan bermakna antara
ekspresi VEGF-C dengan ekspresi berlebih dari HER-2 dan bagaimana
hubungannya dengan angka kekambuhan dan harapan hidup?

Peneliti mencoba melihat hubungan antara derajat keganasan histologi
dengan ekspresi VEGF-C. Hasil analisa statistik menunjukkan bahwa ekspresi

VEGF-C cenderung untuk positif pada keseluruhan rentang derajat keganasan.

Tabel 5.1 : Hubungan VEGF-C dengan grade histologi

VEGF-C (+) | VEGF-C (1) Total
Grade | 19 1 | 20
Grade 11 23 1 24
Grade 111 48 3 51
Total 90 5 95

Nilai p= 0,951 (ujirxc)

5.3 Hubungan ekspresi VEGF-C pada kanker payudara stadium II dengan
penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak

Ekspresi VEGF-C pada penelitian ini ditemukan pada 90 dari 95 sampel
(94,74%) kanker payudara stadium I1 dan hanya 5 (5,26%) tanpa ekspresi VEGF-
C. Pemilihan stadium II saja pada penelitian ini didasarkan pada pemikiran
bahwa penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak dimulai pada saat ini (NO dan
N1). Hal ini dilaporkan juga oleh Kinoshita J, dkk* yang membuktikan dengan
analisa imunohistokimia bahwa VEGF-C terekspresi secara berlebih pada 39,8%
specimen kanker payudara yang diperiksanya tapi tidak pada kelenjar payudara

normal.
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Dari perhitungan analisa statistik penelitian ini didapatkan bahwa tidak
terdapat perbedaan bermakna antara VEGF-C pada sel tumor dengan penyebaran
ke kelenjar getah bening ketiak. Seluruh sampel (100%) dengan N1 menunjukkan
ekspresi  VEGF-C, sedangkan 56 dari 61 sampel (91,80%) dengan NO
menunjukkan juga ekspresi VEGF-C. Ini mengindikasikan bahwa walaupun
belum terdapat penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak, pada kanker payudara
stadium II ditemukan ekspresi VEGF-C. Hal ini berbeda dengan penelitian yang
dilakukan oleh Kurebayashi J dkk, yang menemukan bahwa ekspresi VEGF-C
hanya dapat dideteksi pada kanker payudara dengan kelenjar getah bening positif,
sedangkan ekspresi VEGF-A dapat dideteksi baik pada kanker payudara dengan
dan tanpa penyebaran ke kelenjar getah bening”'.

Pada analisa lebih lanjut terhadap skor asli dengan menggunakan Kruskal-
Wallis test dihasilkan perbedaan tidak bermakna (KW = 1,35, df = 1, p = 0,246)
antara ekspresi VEGF-C dan ada/tidaknya penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak. Ditemukan bahwa semua penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak (N1)
disertai adanya ekspresi VEGF-C dan hanya 5 sampel tanpa ekspresi VEGF-C
ditemukan pada kanker payudara tanpa penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak (NO). Kinoshita J, dkk*® membuktikan dengan analisa imunohistokimia
bahwa ekspresi VEGF-C menunjukkan hubungan bermakna dengan invasi ke
pembuluh getah bening yang dievaluasi secara morfologi (p=0,0004) tapi tidak
dengan penyebaran ke kelenjar getah bening, |

Bila komponen nilat total skor VEGF-C dinilai terpisah, yaitu presentasi sel
tumor dan intensitas warna maka didapatkan hasil bahwa walaupun intensitas
warna lemah tapi hampir semua sampel didapati 100% sel tumor terwarnai. Hal
ini menyokong teori angiogenesis di mana bila ukuran tumor sudah melebihi 2
mm, maka akan terjadi hipoksia sehingga faktor-faktor angiogenesispun akhirnya
dikeluarkan, antara lain VEGF. Dalam hal kanker payudara di mana faktor
limfangiogenesis lebih. menonjol, maka faktor VEGF-C yang akan dihasilkan.
Intensitas warna yang Kuat tidak berhubungan dengan ada tidaknya penyebaran ke
kelenjar getah bening ketiak.

Dari hasil analisa statistik pada penelitian ini ditemukan bahwa ekspresi

VEGF-C yang meningkat pada sel tumor tidak selalu disertai adanya penyebaran
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ke kelenjar getah bening ketiak. Hal ini menimbulkan asumsj bahwa ada faktor
lain yang berperan pada penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak. Skobe, dkk*
melaporkan bahwa limfangiogenesis yang diinduksi oleh VEGF-C akan
merangsang invasi sel tumor tapi diperlukan faktor-faktor lain yang membantu
penyebaran lebih lenjut. Debies MT dan Welch DR’ mengemukakan bahwa ada
beberapa faktor vang mempengaruhi terjadinya metastasis dan ada dua kategori
gen vang terlibat di dalamnya yaitu gen yang mengaktifkan penyebaran
(metastasis activator: ras, MEKI, mial, proteinases, adhesion molecules,
chemoattractants/receptors, autotaxin, PKC, S10044, RhoC, osteopontin) dan gen
yang menekan terjadinya penyebaran (metastasis supressor: Nm23, E-cadherin,
TIMPs, KiSS1, Kail, Maspin, MKK4, BRMS]).

Tidak adanya hubungan antara VEGF-C dengan penyebaran ke kelenjar getah
bening ketiak memberikan dampak pada pengambilan keputusan pemilihan
pengobatan. Pemilihan terapi dengan anti VEGF masih relevan diberikan
mengingat VEGF-C terekspresi pada hampir semua sel kanker payudara dengan
atau tanpa adanya penyebaran ke kelenjar getah bening. Ini juga yang
menyebabkan pemeriksaan VEGF tidak dijadikan sebagai pemeriksaan yang rutin

harus dilakukan sebelum pemilihan terapi.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. Kesimpulan
1. Terdapat ekspresi VEGF-C pada sel kanker payudara stadium Il dengan
HER-2 positif.
2. Pola ekspresi VEGF-C pada NO tidak [ebih rendah daripada NI.

6.2. Saran

1. Penelitian VEGF-C pada kanker payudara stadium 11, HER-2 positif, N0
dengan sampel yang lebih besar.

2. Penelitian VEGF-C pada kanker payudara stadium 1 (N0), HER-2 (+)

3. Penelitian VEGF-C pada kanker payudara berbagai stadium dihubungkan
dengan harapan hidup penderita

4. Penelitian pola ekspresi VEGF-C pada kanker payudara dilakukan pada
kelompok dengan HER-2 positif dan kelompok dengan HER-2 negatif.

5. Penelitian mengenai ekspresi VEGF-C pada sel tumor dikaitkan dengan

ekspresi reseptor VEGFR-3 pada kelenjar getah bening.
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Lampiran Data Pasien Penelitian

Karsinema Duktal VYEGF
No| NoPA |Umur] NO N1 Grade | % Sel |Intensita
+ - Total
Tumor |s Warna

1] 99-0318 | 50 + + i 3 1 4
2 | 00-0805 | 60 + + 11 3 2 5
3 | 00-0928 | 48 + + If 3 1 4
4 | o1-0987 | 48 + + il 3 1 4
s | or-1011 | 48 + + it 3 1 4
6 | ot-1019 | 53 + + m 3 2 5
7 | 02-0484 | 34 + + T 3 2 5
8 | 02-0615 | 35 + + nl 3 2 5
9 [ 02-1211 | 46 + + 11 3 1 4
10| 02-1380 | 53 + + I 3 3 6
111 02-1400 | 67 + + 1 3 2 5
121 62-1644 | 27 + + 1 3 2 5
131 03-0754 | 36 + + 1 3 | 4
14§ 03-0962 | 53 + + T 3 | 4
151 03-0991 | 67 + + il 3 2 5
16 ] 03-1099 | 60 + + 1l 3 1 4
17 | 04-0055 | 32 ¥ + lil 3 2 5
18] 04-0175 | 62 + + 11 3 1 4
19| 04-0381 | 66 + + ] 3 2 5
20 | 04-0527 | 51 + + il 3 3 6
21 | 04-0671 | 48 + + 1 3 2 5
22 | 04-1003 | 47 + + m 3 ] 4
23] 05-0076 | 39 | + + I 3 1 4
24 | 05-0193 | 50 + + 1 3 3 6
25| 03-0852 | 47 | + + 1] 3 ] 4
26 | 05-0858 | 48 + + It 3 2 5
27 | 05-1032 | 45 + + I 3 3 6
28 | 05-1122 | 57 + + m 3 1 4
29| 05-1187 | 49 + + I 3 2 5
30 05-1194 | 50 | + + il 3 | 4
31| 05-1221 | 46 + + mn 3 | 4
32| 05-1260 | 65 + + 11 3 1 4
33| 05-1466 | 54 + + 111 3 1 4
341 05-1849 | s3 | + + li 3 | 4
351 06-0021 44 | + + il 3 1 4
361 060763 | 38 | + + i 3 1 4
37| 06-0876 | 66 + + i 3 I 4
38 [ 06-0886 | 59 + + I 3 1 4
39| 06-t0g2 | 40 + + 111 3 2 5
40 | 06-1539 | 53 + + 111 3 i 4
41 | 06-1555 | 60 + + It 3 ] 4
42| 06-1652 | 47 + + Il 3 2 5
43 | 06-1965 | 58 + + i 3 1 4
44 | 06-2242 | 52 + + 1 3 2 5
45| 07-0237 | 48 | + + I 3 3 6
46| 07-0382 | 54 | + + 11 3 1 4
47| 07-0506 | 67 | + + HI 3 2 5
48 | 070553 | 57 | + + 1 3 2 5
49 | 07-0716 | 65 + + I 3 ] 4
50 | 07-08327 | 70 + + il 3 2 >
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Karsinoma Duktal VEGF
No| NoPA [Umur| NO N1 Grade ] % Sel |lntensita
+ - Total
Tumor |s Warna

51 07-1071 63 + + 1] 3 1 4
52| 07-1228% 47 + + 1] 3 ] 4
531 07-1265 53 + + I 3 3 6
54 1 07-1381 55 + + 1] 3 | 4
551 07-1690 36 + + 11 3 | 4
56 1 07-2051 58 + + 1 3 3 6
571 08-0116 34 + + 1] 3 ] 4
581 08-0303 39 + + 1l 3 3 6
59 1 08-0801 42 + + i 3 | 4
60 { 08-0909 43 + + 111 3 ] 4
61 | 08-0919 55 + + [ 3 1 4
62 | 08-0987 65 + + Il 3 ] 4
63| 08-1001 49 + + 11 3 1 4
64 | 08-1282 49 + + I 3 1 4-
63 | 08-1383 45 + + il 3 2 5
66 1 08-1657 43 + + I 3 0 3
67 { 08-1806 54 + + | 3 2 5
68 | 08-2044 52 + + 1l 3 1 4
69 | 08-2103 39 + + 111 3 ] 4
70 | 08-2105 33 + + 1 3 2 5
71| 08-2154 53 + + 1Ml 3 3 6
72 | 08-23l6 55 + + 1l 3 3 6
731 08-2414 29 + + - 3 ] 4
74 | 08-2671 41 + + 11 3 0 3
751 08-2871 45 + + [ 3 3 6
76 1 08-2926 57 + + 1 3 2 5
77 1 08-2930 41 + + I 3 1 4
78 | 08-2947 40 + + [ 3 2 5
79 | 09-0022 54 + + | 3 1 4
80 1 090351 39 + + I 3 1 4
§1 1 09-0397 34 + + 11 3 3 6
§2 ¢ 09-0454 55 + + l 3 1 4
83 | 09-0472 46 + + I 3 1 4
84 | 09-0607 54 + + l 3 1 4
85 | 09-0637 40 + + i 3 1 4
86 | 09-0718 36 + + 31! 3 1 4
87| 09-0833 44 + + il 3 | 4
88 | 09-0887 28 + + 31 3 P 5
89 | 09-0907 38 + + i 3 3 6
90 | 09-1053 55 + + il 3 1 4
91 | 09-1054 56 + + 1 3 1 4
92 | 09-1067 58 + + 1] 3 1 4
93 | 09-1079 50 + + 11 3 I 4
94 | 09-1080 46 + + IH 3 2 5
95 | 09-1160 45 + + IT 3 2 5
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LAMPIRAN 1
PENJELASAN TENTANG
PENELITIAN PERJALANAN PENYAKIT KANKER
PAYUDARA

( Kanker payudara di Indonesia merupakan kanker terbanyak dari seluruh jenis
kanker yang ada dengan kecenderungan semakin banyak menyerang usia muda.
Dengan protokol pengobatan dengan tepat, diharapkan penyakit ini dapat
disembuhkon. Kenyataannyg beberapa kasus tetap tidak memberikan hasil yang
baik terhadap pengobatan. Oleh karena ity timbul pertanyaan apakah ada faktor
yang dapat dipakai untuk memperkirakan perkembangan penyakit  kanker
payudara sehingga walaupun ditemukan pada stadium dini telah dapat diketahui
kemungkinan penyebaran yang akan terjadi sehingga dapat dilakukan langkah-

\Iangkch pencegahan,

Penelition ini  bertujuan mencar  salah  satu fakior yang dapat
menggambarkan adanya penyebaran kanker payudora ke kelenjar getah bening.
Jika faktor penyebaran ini ditemukan moka dapat diperkirakan bahwa penyakit
kanker payudara yang dideritanya akan mengalami penyebaran walaupun
ditemukan dalom keadaon belum ada penyebaran {stadium dini}, sehingga dapat
dilakukan langkah-langkah pengobatan agar penyebaran tidak terjadi. Ibu (atou
keluarga penderita) kami hubungi karena tercatat sebagai salah satu pasien kanker
payudara stadium || yang mendapat penanganan medis di Rumah Sakit Kanker
Dharmais, Jakarta dan kami membutuhkan partisipasi Anda dalam penelitian ini.

Penelitian akan dilakukan dengan cara memeriksa contoh jaringan payudara
yang diangkat sebagian atau seluruhnya (biopsi/operasi) dan disimpan/diawetkan
dalom parafin padat di Bagian Patologi Anatomik Rumah Sokit Kanker Dharmais.
Contoh jaringan tersebut akon diiris sedikit dan ditelach di laboratorivm dengan
teknik pulasan tertentu untuk memunculkan faktor penyebaran tadi. Oleh karena itu,
tidak ada tfindakan yang akan dialami oleh pasien karena penelitian ini hanya
memakai bahan jaringan sisa biopsi/operasi.

Untuk keperluan pemeriksaan contoh jaringan di atas, kami
s  membutuhkan ijin fertulis dan Ibu atau keluarga Ibu secara
sukarela, Semua data yang berkaitan dengan lbu akan dijaga
kerahasidcannya dan  hanya akan  digunakon  unfuk
kepentingan penelition ini.  Dari hasit penelifian ini bisa
diketahui apakah seorang penderita kanker payudara
stadium 1| memerlukan pengobatan tambahan. 1bu sewakty-
: wakiu dapat mengundurkan diri dari penelitian ini. Jika masih
ada hal-hal yang belum jelas, lbu {keluarga) dipersilakan bertanya langsung kepada
kami. Silahkan menghubungi:

dr. Rebecca N.Angka
Pusat Diagnostik Dini — Yayasan Kanker Indonesia
JI. Lebak Bulus Tengah no. 9, Cilandak
Jakarta Selatan. Tel: 021-7690704 Fax: 021-7507447




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.
Rebecca N.Angka.

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

Ditandatangani di:
Tanggal: - - 200

Pasien, Saksi,

Nama jelas Nama jelas
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Pola Ekspresi VEGF-C Secara Imunohistokimia pada Kanker Payudara Stadium Il
dengan HER-2 positif dan Hubungannya dengan Penyebaran ke Kelenjar Getah
Bening Ketiak _
Rebecca N. Angka, Aru W. Sudoyo’, Evlina S. Sinuraya
*Divisi Hematologi Onkologi Medik Departemen Penyakit Dalam FKUI/RSCM
"Departemen Patologi Anatomi RS Kanker Dharmais

Abstrak: Faktor pertumbuhan endotel vaskular atau Vascular Endothelial Growth Factor
{selanjutnya disebut VEGF) adalah suatu glikoprotein dimer yang dihasilkan oleh sel tumor dan
jaringan yang memerlukan pasokan pembulub darah baru. Beberapa penelitian membuktikan
bahwa terdapat hubungan antara penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak dengan ekspresi
VEGF C dan D terutama pada kanker payudara jenis duktal invasif. Ekspresi berlebihan dari
VEGF disertai ekspresi berlebihan dari HER-2 ditemukan pada 77,2% pasien kanker payudara.
Lebih jauh dikeiahui bahwa ekspresi VEGF berhubungan dengan penyebaran ke kelenjar getah
bening ketiak.

Pengaruh faktor ini mendorong peneliti untuk mempelajari kanker payudara stadium I
dengan HER-2 positif karena penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak pada sisi yang sama
dengan kanker payudara baru mulai ditemukan pada stadium [I baik pada tumor ukuran di bawah 2
em ataupun pada tumor berukuran lebih dari 2 cm. Dalam penelitian ini dinilai pola ekspresi
VEGF pada subjek dengan penyebaran ke kelenjar getah bening (N1) dan pada keadazan belum
adanya keterlibatan kelenjar getah bening (NO).

Ekspresi VEGF dapat diamati dan diukur derajatnya pada jaringan kanker payudara dengan
teknik imunohistokimia. Pola ekspresi yang didapatkan dari hasil penelitian ini diharapkan dapat
melihat sifat biologik kanker payudara dalam hal penyebarannya ke kelenjar getah bening ketiak
dan dapat digunakan sebagai faktor prediksi dalam hal penyebarannya, sehingga membantu dalam
membuat keputusan mengenai terapi pada kanker ini. Sebanyak 95 sampel kanker payudara
stadium 1f dengan HER-2 positif tahun 1999 - 2009 diperiksa pola ekspresi VEGF-C. Didapatkan
perbedaan tidak bermakna antara ekspresi VEGF-C pada kelompok NG dan N1 (5 dan %0, dengan
p=0.086.

Kata kunci: kanker payudara, VEGF-C, penyebaran ke kelenjar getah bening ketiak regional
ipsilateral

Abstract: Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) is a dimeric glycoprotein produced by
tumor cells and tissues that require ample blood supply. Some studies have suggested that there is
an assocation between metastasis of cancer cells to the axillary lymph nodes and VEGF C and D
especially in ductal invasive breast carcinoma. The overexpression from VEGF together with
HER-2 were found in 77.2 percent of breast cancer patients. Furthermore evidence suggest that
VEGF expression is connected with the spread of cancer to the axillary lymph nodes.

We examined breast cancer stage [ with HER-2 positive, as the spread of cancer cells to
the axillary lymph nodes from the same breast cancer side will only be found at stage 11 for both
tumour under 2 ¢cm or more than 2 cm. _

We examined VEGF-C expression in breast cancer by immunohistochemistry and we
analyzed the its relationship with the axillary iymph node. The resuits from this research is aimed
at monitoring the spread of breast cancer to the axillary lymph nodes and to predict its spread and
therefore to find the most effective treatment management for this type of cancer. We anaiyzed
VEGF-C expression in 95 sample breast cancer stage 11 with HER-2 positive from 1999 ~ 2009.
There is no significant associated between VEGF-C expression and axillary lymph node (p =
0,08%).

Key words: breast cancer, VEGF-C, ipsilateral axillary lymph node metastasis regional
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Pendahuluan

Kanker payudara merupakan
jenis kanker terbanyak diderita oleh
perempuan di dunia menurut data
WHO pada tahun 2002 dan
merupakan  penyebab  kematian
pertama  pada  perempuan  di
Indonesia pada tahun 2005'. Jumlah
kasus payudara pada perempuan
menunjukkan peningkatan setiap
tahunnya.

Sudah lama diketahui bahwa
status kelenjar getah bening ketiak
pada kanker payudara merupakan
faktor prognosa dan perkiraan
(predictive factor) yang berdiri
sendiri (independent) selain dari pada
histological grade dan ukuran
tumor'. Dalam hal penyebaran ke
kelenjar  getah  bening, kanker
payudara vang mengekspresikan
HER-2 (Human Epidermal Growth
Factor Receptor-2) disettai
penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak mempunyai prognosa yang
lebth buruk dibandingkan dengan
kanker  payudara  yang tidak
mengekspresikan HER-2  disertai
penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak, karena ekspresi berlebih dari
HER-2  dianggap  berhubungan
dengan agresifitas penyakit. HER-2
‘adalah suatu protoonkogen tirosin
kinase yang merupakan keluarga dari
Epidermal Growth Factor Receptor
(EGFR). Reseptor HER-2 terdiri dari
tiga domain yaitu ekstraseluler,
membrane sel dan intraseluler yang
pada akhirnya akan meneruskan
sinyal ke inti sel sehingga terjadi
proliferasi sel. Peningkatan ekspresi
HER-2/neu  terdapat pada 25%
sampai 40% kanker payudara® dan di
artikel lain dikatakan 20% sampai 30
% kanker payudara invasif®.

Secara biologi, adanya sel
tumor pada kelenjar getah bening

ketiak sangat penting artinya bagi
penderita kanker payudara karena
dua alasan®:

e Status kelenjar getah bening
ketiak diterima sebagai faktor
prognosa dan dipakai untuk
menentukan pengobatan.
Adanya sel tumor di dalam
kelenjar getah bening ketiak
merupakan  tanda  bahwa
tumor telah menyebar di [uar
batas payudara.

e Adanya sel tumor di kelenjar
getah bening ketiak bukan
hanya merupakan suatu tanda
prognosa yang buruk tapi
juga merupakan sumber sel
tumor menyebar ke tempat
lain yang lebih jauh bila sel-
sel tumor di kelenjar getah
bening ini masuk kembali ke
dalam aliran darah menuju

 organ yang lebih jauh seperti
tulang, otak, paru, hati dan
tumbuh di sana.
VEGF adalah suatu glikoprotein
yvang bersifat dimer, 34-42 kDa,
terdiri dari >57810;

¢ VEGF-A yang biasa disebut
VEGF terdiri dari lima
bentuk serupa, bervariasi
panjangnya berdasarkan
residu asam amino: VEGF
121, VEGF 145, VEGF 165,
VEGF 189 dan VEGF 206.
VEGF-A berikatan dengan
VEGFR-1 dan -2 dan sfltl.

e VEGF-B adalah anggota
keluarga VEGF yang dapat
berikatan dengan VEGFR-]
dan neuropilin-1. Ada dua
bentuk VEGF-B yaitu VEGF-
B 167, sebuah peptida yang
terlarut dan VEGF-B 189
yang  berikatan  dengan
matriks ekstraselular.
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o VEGF-C dapat berikatan
dengan  VEGFR-2  dan
VEGFR-3/Flt-4, memberi
efek  angiogenesis  dan
limfangiogenesis. 48%
VEGF-C identik terhadap
VEGF-D dengan NH,- dan
perpanjangan C-terminal
yang mengapit bagian
homologi VEGF. Dengan
pemeriksaan
imunohistokimia, VEGF-C
akan diekspresikan di dalam
sitoplasma sel tumor. VEGF-
C merangsang mitosis dan
perpindahan sel endotel dan
meningkatkan permeabilitas
pembuluh darah.

e VEGF-D juga berikatan
dengan VEGFR-2  dan
VEGFR-3 dan merangsang
terjadinya  limfangiogenesis
dan angiogenesis. VEGF-E
berikatan dengan VEGFR-2
dan merangsang terjadinya
angiogenesis, merupakan
molekul VEGF virus.

e Placental growth  factor

(PIGF).

o VEGF-B, VEGF-C
dan VEGF-D
diekspresikan  pada
kanker payudara
dengar beberapa

hubungan  patologik
dengan  penyebaran

kelenjar, harapan

hidup dan densitas

limfatik.
Angiogenesis adalah

pembentukan pembuluh darah baru
dari pembuluh vyang telah ada.
Angiogenesis diatur melalui ekspresi
keseimbangan positif  (faktor
angiogenik) dan negatif (penghambat
angiogenesis). Pertumbuhan tumor

akan berhenti bila mencapai ukuran
1-2 mm’. Apabila tumor bertumbuh
di luar persediaan darahnya atau
kehilangan oksigen, maka gen yang
bertanggung jawab terhadap hipoksia
dimulai. Hypoxia-inducible factor I
(HIF 1) adalah suatu heterodimer
dari dua protein yang berikatan
dengan DNA yaitu HIF-1a dan the
aryl hydrocarbon nuclear
translocator (ARNT/HIF-13). Pada
keadaan normoksia, HIF-ta tidak
stabil dan secara cepat dihancurkan
melalui proteasom tetapi bila tekanan
oksigen turun di bawah 2%, HIF-1a
menjadi stabil, berpindah ke inti dan
berinteraksi dengan HIF-If untuk
merekam program gen kompleks
melalui  specific hygoxia reponse
elements  (HREs)™ B2 pada
kanker payudara, frekuensi sel
dengan HIF-1a positif meningkat
seiring dengan peningkatan stadium
dan berhubungan dengan densitas
pembuluh darah, agresifitas tumor
dan harapan hidup yang buruk.
Faktor angiogenik yang diteliti
adalah VEGF, yang secara kuat
dirangsang oleh HIF-1a melalui
HRESs pada akhir 5° dan 3” dari gen.

VEGF-C diproduksi oleh sel
tumor dan beberapa sel host. Sekresi
parakrin dari peptida ini merangsang
limfangiogenesis yang dikubungkan
dengan penyebaran ke kelenjar getah
bening regional®*'.  Penilaian
ekspresi VEGF-C dapat dilakukan
dengan berbagai cara seperti tehnik
imunohistokimia, in situ
hybridization, ELISA (enzyme-linked
immunosorbent  assay), RT-PCR
(reverse trancription polymerase
chain reaction)é" A415.46

Pemulasan  VEGF  yang
positif secara imunohistokimia tidak
berhubungan dengan status reseptor
hormonal, jumlah kelenjar getah
bening yang positif, pentahapan,
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“ukuran tumor, kejadian kekambuhan
atau kematian. Pemulasan VEGF
yang positif secara  bermakna
berhubungan dengan ekspresi yang
berlebihan dari HER-2, seperti
diketahut bahwa HER-2
meningkatkan VEGF pada galur sel
manusia'".

Metode penelitian

Penelitian ini  merupakan
studi retrospektif pada penderita
kanker payudara stadium Il dengan
HER-2 positif, yang dilakukan di
Rumah Sakit Kanker Dharmais,
Departemen Patologi Anatomi sejak
bulan November 2008 sampai Juni
2009. Populasi penelitian adalah
sampel jaringan blok parafin dari
penderita kanker payudara stadium II
dengan HER-2 positif yang datang
ke Rumah Sakit Kanker Dharmais.
Subyek penelitian adalah sampel
jaringan blok parafin yang diambil
antara tahun 1999 sampai 2009 dan
memenuhi kriteria inklust.

Kriteria inklusi

I. Sampel jaringan dari pasien
yvang  telah  didiagnosa
sebagai kanker payudara dan
dilakukan pengambilan
jaringan payudara disertai
kelenjar getah bening ketiak
(axillary lymp node
dissection/ALND)

2. Hasil histopatologi
ditemukan kanker payudara
stadium H dengan HER-2
positif dan  jumlah 10
kelenjar getah bening ketiak.
Perhitungan besar sampel

minimal berdasarkan rumus uji
hipotesis satu proporsi dan diperoleh
sebesar 96 sampel.

Sampel jaringan blok parafin
dari penderita kanker payudara
stadium Il didapatkan dari meneliti
arsip hasil Patologi Anatomi di

Departemen Patologi Anatomi dan
Litbang Rumah Sakit Dharmais.
Pemeriksaan VEGF-C secara
imunohistokimia dilakukan dengan
metode  avidin-biotin  peroxidase
complex (ABC). Blok parafin
dipotong dengan ketebalan 2pm dan
dirckatkan pada gelas objek yang
telah dilapisi dengan poly-I-lysine.
Dilakukan deparafinisasi  dengan
xylol 3x5 menit dan alkohol serial
dengan konsentrasi menurun
(absolut, 96%, 80%, 70%) masing-
masing 5 menit. Bilas dengan air
suling dilanjutkan dengan blocking
peroksidase endogen dengan H»0:
0,5% dalam metanol selama 30
menit. Dengan menggunakan larutan
penyangga TE (Tris Edta) pH 9,0
dilakukan pemanasan (pre-treated)
di dalam decloaking chamber hingga
mencapai suhu 125°C, kemudian
secara bertahap suhu akan turun
sendiri hingga mencapai suhu 90°C.
Dibiarkan sampai dingin. Area
jaringan yang akan diperiksa ditandai
pada gelas objek dengan “PAP pen”
{Dakopatts). Direndam dalam PBS
dengan pH 7,4 selama 5 menit.
Dilakukan blocking dengan normal
horse serum (NHS) 3% selama 20
menit. Inkubasi dengan antibodi
primer monoklonal tikus anti-VEGF
(C-1):  sc-7269  (Santa  Cruz
Biotechnology, Inc) dengan
pengenceran 1:500 selama satu
malam di dalam moist chamber. Cuci
dengan PBS dengan pH 7.4 selama
2x5 menit. Inkubasi dengan antibodi
sekunder biotinylated rabbit anti-
goat IgG selama 30 menit di dalam
moist chamber. Cuci dengan PBS
dengan pH 7.4 selama 2x5 menit.
Inkubasi dengan kompleks
streptavidin/peroksidase selama 30
menit. Cuci dengan PBS dengan pH
7.4 selama 2x5 menit. Inkubasi
dengan diaminobenzidine (DAB)
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selama 5 menit yang berfungsi
sebagai chromogen untuk
memunculkan kompleks antigen-

antibodi. Cuci dengan air mengalir
selama 10 menit. Counterstain
dengan hematoksilin. Kontrol negatif
adalah semua  sampe] tanpa
menggunakan antibodi primer dan
sebagai kontrol positif adafah sampel

kanker payudara. Hasil pulasan
positif adalah sel-sel fumor yang
terwarnai  coklat di  bagian

sitoplasma. Inti sel tumor berwarna
biru.  Pulasan  imunohistokimia
VEGF dinilai dengan mikroskop
cahaya. Kasus positif dihitung secara
semikuantitatif berdasarkan
persentase sel tumor yang terpulas
dan intensitas warna pulasannya.

Perhitungan persentase sel tumor
yang terpulas dalam 5 lapang
pandang besar: 0 = 0%, | =25%, 2 =
26-50%, 3 = > 50%. Intensitas
pemulasan  menggunakan sistem
sebagai berikut: 0 = negatif, 1 =
lemah, 2 = menengah, 3 = kuat.

Penilaian positivitas menggabungkan
antara intensitas pemulasan dan
persentase sel yang positif dengan
nilai maksimum 6: nilat 0 — 3 =
negatif atau ekspresi lemah dan nilai

4 — 6 = positif.
Data diolah dengan
menggunakan program komputer

SPSS 1135, Uji statistik dianggap
bermakna bila p < 0,05.

. Hasil dan pembahasan

Jumlah sampel yang berhasil
dikumpulkan pada penelitian ini
adalah 95 sampel.

Karakteristik  Jumlah  Persentase
Umur (tahun)
49,11
Rata-rata (SD 9,82)
. <35 9 9,47
. 36-45 23 24,21
. 46-55 41 43,16
s > 56 7 23,16
+ Total 95 100,00
Tipe histologi
» Duktal 88 92,63
Invasif
+ Non [?uktal 7 7.37
Invasif
+ Total 95 100,00
Penyebaran ke
kelenjar getah
bening
. N 61 6421
. NI 34 35,79
+ Total 95 106,00
Derajat
histologi
+ Diferensiasi
baik 20 20
+ Diferensiast 24 25,26
sedang
+ Diferensiasi 5] 53,68
buruk
+ Total 95 100,00

Usia termuda subyek penelitian
adalah 27 tahun, tertua 70 tahun
dengan usia rata-rata 49,11 tahun
(SD 9,82) dan kelompok usia 46 — 535
tahun merupakan jumlah yang
terbanyak (43,16%).

Jenis kanker payudara duktal invasif
merupakan jenis terbanyak pada 88
dari 95 sampel penelitian (92,63%).
[keda T'® melaporkan bahwa kanker
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payudara duktal invasif merupakan
85% dari seluruh kanker payudara
dan kemungkinan penyebaran ke
kelenjar getah bening ketiak 15%
walaupun ukuran tumor kurang dari
1 cm dan 26% bila ukuran tumor

Gambar 4.2 : Hasil pulasan

imunohistokimia dengan

pembesaran 1000x

a. sampel 08-2871 dengan
intensitas warna +3

b. sampel 04-0671 dengan
intensitas warna +2

c. sampel 08-2103 dengan
intensitas warna +1

d. kontrol negatif.

Penelitian  dilakukan  pada
sampel dengan HER-2 positif
berdasarkan  kepustakaan  yang
mengemukakan  bahwa  ekspresi
berlebih dari HER-2 akan

meningkatkan ekspresi VEGF-C.
Pada penelitian ini ditemukan
ekspresi VEGF-C pada 90 dari 95
sampel (94,74%). Hal ini sesuai
dengan  penelitian yang telah
dilakukan oleh Nathanson SD MD,
dkk', Konecny GE, dkk®® dan
Blackwell KL, dkk*'. Mereka
melaporkan bahwa ekspresi berlebih
dari HER-2/neu berhubungan dengan
peningkatan ekspresi VEGF pada
sel-sel kanker payudara, tapi tidak
berhubungan dengan kelenjar getah

bening ketiak yang positif. Konecny
GE, dkk*® menunjukkan bahwa
VEGF merupakan target selanjutnya
dari jalur sinyal HER-2/neu, tapi
bagaimana mekanisme sesungguhnya
hingga kini belum jelas diketahui.
Untuk  mengetahui  apakah
ekspresi berlebih dari HER-2 dan
VEGF dapat mempunyai nilai

} prognosis, maka Kostopoulos I,

dkk'” melakukan penelitian pada tiga
kelompok: kelompok risiko rendah
dengan tidak adanya ekspresi

| berlebih dari HER-2 dan pewarnaan

VEGF negative, kelompok risiko
menengah dengan ekspresi berlebih
dari HER-2 atau pewarnaan VEGF

4 positif dan kelompok risiko tinggi
" dengan ekspresi berlebih dari HER-2

dan pewarnaan VEGF yang positif.
Hasil penelitian yang dilakukan pada
394 pasien menemukan bahwa
ekspresi tinggi dari VEGF terdapat
pada 72%  kanker  payudara,
sedangkan ekspresi berlebih dari
HER-2 ditemukan pada 31%. Rata-
rata ekspresi berlebih dari HER-2
lebih tinggi secara bermakna pada
pasien dengan pewarnaan VEGF
positif (35% dibandingkan dengan
21%, p=0,02). Pewarnaan VEGF
yang positif tidak ada hubungannya
dengan status reseptor, jumlah
kelenjar getah bening yang positif,
grade, ukuran tumor maupun insiden
kekambuhan atau kematian.
Walaupun pada penelitian ini tidak
dianalisa lebih lanjut mengenai
angka kekambuhan dan harapan
hidup tapi peneliti mendapatkan
beberapa pasien telah meninggal
dunia dalam waktu kurang dari 3
tahun. Ini menimbulkan berbagai
pertanyaan antara lain faktor apa saja
yang berpengaruh pada perjalanan
kanker payudara karena walaupun
sudah mendapatkan penanganan
yang tepat dan terpadu pada kanker
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payudara stadium dini (dalam hal ini
stadium II) tapi hasil yang
didapatkan pasien masih belum
memuaskan.

Bagaimana pola ekspresi VEGF-
C pada kanker payudara dengan
HER-2 negatif perlu penelitian lebih
lanjut.  Apakah ada  hubungan
bermakna antara ekspresi VEGF-C
dengan ekspresi berlebih dari HER-2
dan bagaimana hubungannya dengan
angka kekambuhan dan harapan
hidup?

Ekspresi VEGF-C pada
penelitian ini ditemukan pada 90 dari
95 sampel (94,74%) kanker payudara
stadium 11 dan hanya 5 (5,26%)
tanpa ekspresi VEGF-C. Pemilihan
stadium Il saja pada penelitian ini
didasarkan pada pemikiran bahwa
penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak dimulai pada saat ini (NO dan
NI1). Hal ini dilaporkanﬂiuga oleh
Kinoshita J, dkk yang
membuktikan dengan analisa
imunohistokimia bahwa VEGF-C
terekspresi secara berlebih pada
39,8% specimen kanker payudara
yang diperiksanya tapi tidak pada
kelenjar payudara normal.

KGB n VEGF Total
Ni 34 0 34
NO 56 5 61

Total 90 5 95

X*=2,942, p = 0,086

Hasil nilai Kai kuadrat pada uji
tabulasi silang adalah 2,942 dengan
nilai p = 0,086 dengan catatan bahwa
ada sel dengan jumlah/nilai kurang
dari 5.

Dari perhitungan analisa statistik
penelitian ini didapatkan bahwa tidak
terdapat perbedaan bermakna antara
VEGF-C pada sel tumor dengan
penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak. Seluruh sampel (100%)

dengan N1 menunjukkan ekspresi
VEGF-C, sedangkan 56 dari 61
sampel  (91,80%) dengan NO
menunjukkan juga ekspresi VEGF-C.
[ni mengindikasikan bahwa
walaupun belum terdapat penyebaran
ke kelenjar getah bening ketiak, pada
kanker  payudara  stadium [l
ditemukan ekspresi VEGF-C. Hal ini
berbeda dengan penelitian yan
dilakukan ofeh Kurebayashi J dkk’,
yang menemukan bahwa ekspresi
VEGF-C hanya dapat dideteksi pada
kanker payudara dengan kelenjar
getah bening positif, sedangkan
ekspresi VEGF-A dapat dideteksi
baik pada kanker payudara dengan
dan tanpa penyebaran ke kelenjar
getah bening.

Pada analisa lebih lanjut
terhadap skor  asli dengan
menggunakan Kruskal-Wallis  test
dihasilkan perbedaan tidak bermakna
(KW = 1,35, df = 1, p = 0,246) antara
ekspresi VEGF-C dan ada/tidaknya
penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak. Diternukan bahwa semua
penyebaran ke kelenjar getah bening
ketiak (N1) disertai adanya ekspresi
VEGF-C dan hanya 5 sampel tanpa
ekspresi VEGF-C ditemukan pada
kanker payudara tanpa penyebaran
ke kelenjar getah bening ketiak (NO).
Kinoshita J, dkk* membuktikan
dengan analisa imunohistokimia
bahwa ekspresi VEGF-C
menunjukkan hubungan bermakna
dengan invasi ke pembuluh getah
bening yang dievaluasi secara
morfologi  (p=0,0004) tapi tidak
dengan penyebaran ke kelenjar getah
bening.

Bila komponen nilai total skor
VEGF-C dinilai terpisah, yaitu
presentasi sel tumor dan intensitas
warna maka-didapatkan hasil bahwa
walaupun intensitas warna lemah tapi
hampir semua sampel didapati 100%.
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sel tumor terwarnai, Hal ini
menyokong teori angiogenesis di
mana bila ukuran tumor sudah
melebihi 2 mm, maka akan terjadi
hipoksia  sehingga  faktor-faktor
angiogenesispun akhirnya
dikeluarkan, antara lain VEGF.
Dalam hal kanker payudara di mana
faktor limfangiogenesis lebih
menonjol, maka faktor VEGF-C
yang akan dihasilkan. Intensitas
warna yang kuat tidak berhubungan
dengan ada tidaknya penyebaran ke
kelenjar getah bening ketiak.

Dari hasil analisa statistik pada
penelitian ini  ditemukan bahwa
ekspresi VEGF-C yang meningkat
pada sel tumor tidak selalu disertai
adanya penyebaran ke kelenjar getah
bening ketiak. Hal ini menimbulkan
asumsi bahwa ada faktor lain yang
berperan pada penyebaran ke
kelelgjar getah bening ketiak. Skobe,
dkk® melaporkan bahwa
limfangiogenesis yang diinduksi oleh
VEGF-C akan merangsang invasi sel
tumor tapi diperlukan faktor-faktor
lain yang membantu penyebaran
lebih lenjut. Debies MT dan Welch
DR® mengemukakan bahwa ada
beberapa faktor yang mempengaruhi
terjadinya metastasis dan ada dua
kategori gen yang terlibat di
dalamnya yaitu gen yang
mengaktifkan penyebaran
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