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Korelasl Ekspresl VEGF.(: dengan Grading Histopatologi 
Karslnoma Sel Skuamosa Kepala dan Leher 

• 
Fendy Matulatan·, Sunarto Reksoprawlro·, lulus Panuwun** 

Bagian IImu Bedah, FK Unalr - RSU Dr.Soetomo, Surabaya 
** Baglan Patologi Anatomi, FK Unair - RSU Dr.Soetomo, Surabaya 

Latar Belakang: 
Karsinoma sel skuamosa kepala leher maslh menjadi masalah yang kompleks dalam 
penanganannya. Slstlm grading secara mlkroskoplk saja tampaknya tidak banyak 
membantu dalam penanganan kasus keganasan tersebut. Kerusakan sel epitel aklbat 
proses onkogenenesls dapat menginduksi peningkatan sltokaln seperti VEGF-C yang telah 
tebukti pada kasus keganasan rektal, prostat dan payudara. Upaya menearl faktor 
prediktor darl jarlngan tumor yang berkorelasi dengan tingkat keganasan selaln slstlm 
grading dari Broder, dlharapkan dapat membantu dalam penanganan untuk mengurangl 
morblditas, mortalltas dan menlngkatkan angka harapan hid up. 
Tujuan 
Mengetahui apakah penlngkatan ekspresl VEGF-C mempunyal korelasi dengan grading 
hlstopatologi pada karslnoma sel skuamosa kepala dan leher. 
Bahan dan Metodolo,l: 
Raneangan penelitian yang digunakan adalah retrospektlf analitlk dengan pendekatan 
cross sectional. Sam pel penelltian adalah blok parafln karslnoma sel skuamosa kepala dan 
leher yang terslmpan di Laboratorium Patologl Anatomi RSU Dr.Sutomo selama tahun 
2006-2008. Subyek penelitian tercatat dalam dokumen medis di rekam medis RSU 
Or.Sutomo Surabaya. Tlga puluh dua blok parafin dicat dengan hematoksllln eosin dan 
dlperiksa imunohistoklmia dengan menggunakan poliklonal antibodi VEGF-C untuk 
melihat grading dan ekspresi VEGF-C. Grading histopatologls dlnyatakan sebagai well 
differentiated, moderately dlfferentiatd, poorly differentiated dan 
u ndifferen tiate d. Derajad ekspresi VEGF-C berdasarkan gradasl intensltas sel yang 
tercat dinyatakan secara semikuantitatif antara 0 sampai +3. Korelasi antara grading 
histopatologis dan ekspresi VEGF-C dianalisis dengan uji korelasl Spearman Rank- Order 
Core/ation Test. 
Hasll : 
Darl32 sam pel karsinoma sel skuamosa kepala dan leher seluruhnya didapatkan ekspresl 
VEGF-C pada seluruh sampel dengan ekspresi dan intensitas imunostaining yang 
berbeda-beda. Distribusi grading histopatologis ialah well differentiated sebanyak 9 
(28,1%), moderately differentiated sebanyak 8(25%), poorly differentiated sebanyak 8(25%), 
dan undifferentiated sebanyak 7(21,9%) sam pel. Ekspresi VEGF-C +1, +2, dan +3 
didapatkan berturut-turut pada 9 (28,1%), 21 (65,7%), dan 2 (6,2%) sampel. 
Hasil ujl korelasi Spearman menunjukkan ekspresl VEGF-C mempunyai korelasi yang 
slgnlflkan dengan grading histopatologl karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 
dengan nilai koeflslen korelasi sebesar 0,619. Semakin kuat lntensitas ekspresi VEGF-C 
maka semakin jelek derajad diferensiasl sel. 
Keslmpulan: 
Terdapat korelasl yang bennakna antara ekspresi VEGF-C dengan grading histopatologi. 

Kata kund: Karsinoma seiskuamosa, Kepala dan Leher, VEGF-C 
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Correlation of VEGF-C Expression and Histopathological Grading of Squamous Cell Carcinoma of Head 

and Neck 

Fendy Matulatan*, Sunarto Reksoprawlro*, Tulus Panuwun** 
* Department of Surgery, Airlangga University Medical School-dr.Sutomo General Hospital, Surabaya 
** Department of Pathology, Airlangga University Medical School-dr.Sutomo General Hospital, Surabaya 

Background 
Squamous cell carcinoma of head and neck stili posed complex problem in management. Microscopic 
grading system only is not adequate in managing these cases. Epithelial damage due to oncogenesis 
can Induce the Increase of cytoklnes such as VEGF-C , which have been proved In rectal, prostate, and 
breast malignancy. The effort in finding other predictive factors other than Broder staging is expected to 
improve the management of these patients and reduce morbidity , mortality and increase life 
expecta ncy. 
ObjectIves 
To find out whether the Increase of VEGF-C Is correlated with the histopathological grading of head and 
neck squamous cell carcinoma. 
Material and methods 
This study used a retrospective analytic design with cross sectional approach. The samples were 
paraffin block of head and neck squamous cell carcinoma that were kept in the Pathology Department 
Laboratory of dr.Sutomo General Hospital between 2006-20OS. Clinical records were obtained from 
medical records of respective samples. Thirty two paraffin bloks were stained with hematoxyllin eosin 
and polyc1onal antibody of VEGF-C to examine the grading and VEGF-C expression. Histopathological 
staging was catagorlzed as well differentiated, moderately differentiated, poorly differentiated and 
undifferentiated. VEGF-C expression was graded semlquantltatlvely between 0 and +3. Correlation 
between histopathological grading and VEGF-C expression was analyzed using Spearman Rank-Order 
correlation test. 
Results 
From 32 samples, we found different VEGF-C expression. The distribution of histopathological grading 
was: well differentiated in 9(28,1%), moderately differentiated in 8 (25%), poorly differentiated in 8 
{25%O and undifferentiated in 21 (65,7%). VEGF-C expression distribution was +1 in 9 samples (28,1%), 
+21n 21 samples (65,7%)and +31n 2 samples (6,2%). 
Spearman Rank-Order correlation test showed that VEGF-C have an significant correlation with 
histopathological grading in head and neck squamous cell carcinoma with the correlation coefficient of 
0,619. The stronger VEGF-C expression was showed by the poorer the cell differentiation. 
Conclusion 
There is a significant correlation between VEGF-C expression and histopathological grading 

Keywords: head and neck, squamous cell carcinoma, VEGF-C 
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KATA PENGANTAR 

Segala puji dan syukur saya panjatkan kehadirat Tuhan YME yang senantlasa 

melimpahkan karunia-Nya sehingga saya dapat menyelesaikan karya tulis ilmiah akhir 

Korelasl Ekspresi VEGF-C dengan Grading Histopatologi Karsinoma Sel Skuamosa Kepala 

dan Leher sebagai salah satu syarat dalam menyelesaikan program pendidikan doleter 

speslalis bidang studi ilmu bedah di Laboratorlum IImu Bedah FK UNAIR/RSU Dr Soetomo 

Surabaya. 

tapora" karya IImiah akhir ini secam gans besar berisi latar belakang masalah, 

rumusan masalah, tujuan penelitlan dan manfaat penelitian. Dibahas juga secara singkat 

landasan teon yang berkaita" dengan ekspresi VEGF-C pada karsinoma sel skuamosa 

kepala dan leher. Pada Japoran ini juga dipaparkan tentang kerangka konseptual yang 

merupakan ringkasan dari konsep yang berhubungan dengan variabel-variabel yang diteliti 

beserta metodologi penelitiannya. 

Saya menyadari bahwa dalam penulisan laporan karya tulis ilmiah akhir ini masih 

jauh dari sempuma, untuk itu dengan rendah hati saya mengharapkan kritik dan saran agar 

laporan karya tulis ilmiah akhir ini menjadi lebih baik dan lebih sempuma. 

Akhir kata saya ucapkan terima kasih yang tulus dan tak terhingga kepada semua 

plhak yang telah ikut membimbing, mendidik dan membantu saya selama menempuh 

pendidikan program pendidikan spesialissaya. 

Dalam kesempatan inl, saya menyatakan rasa terima kasih sebesar-besarnya dan 

penghargaan setinggi-tingginya kepada : 

1. Rektor Universitas Airlangga Surabaya atas kesempatan yang diberikan kepada saya 

untuk mengikuti program pendidikan spesialis dalam bldang studi ilmu bedah di 

Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya. 

2. Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya atas kesempatan yang 

diberikan kepada saya untuk mengikuti program pendidikan spesialis dalam bidang 

studi ilmu bedah di Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga Surabaya 

i 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

KARYA ILMIAH KORELASI EKSPRESI VEGf-C... Fendy Matulatan, dr.



3. Dlrektur Rumah Saklt Umum Dr ..$oetomo Surabaya atas kesempatan yang diberikan 

kepada saya sehingga dapat bekerja sekaligus menimba ilmu di rumah saklt Dr. 

Soetomo Surabaya. 

4. Prof. Sunarto Reksoprawiro, dr, SpB(K)Onk selaku Kepata Departemen IImu Bedah 

sekaligus sebagal pemblmbing dalam karya tulis ilmiah akhir saya • yang atas 

ketekunan, ketelttlan dan kesabaran beliau dalam memberikan arahan dalam 

penelttian saya serta menanamkan disiplin yang tinggi selama saya menempuh 

pendldlkan. 

5. Yoga Wijayahadi, dr. SpB(K}KL selaku Ketua Program Studl Jlmu Bedah dan juga 

sebagai pengujl karya tulls ilmiah akhir saya, yang atas ketekunan, kesabaran dan 

ketelitian beliau dalam memberikan arahan dalam penelltian saya. 

6. Tulus Panuwun, dr. MS,SpPA(K) , selaku pembimbing dan penguji di bidang patologi 

anatomi yang telah meluangkan waktunya dalam membimbing saya serta memberi 

masukan dalam penelitian saya. 

7. Prof. Dr. Jullali Hood AI.agaff, dr MS,5pPA(K), FIAC, selaku pembimbing dibidang 

patologi anatomi yang telah meluangkan waktunya dalam melakukan pemeriksaan 
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8. DR. Eddl Herman langgo, dr. SpB(K)Onk, selaku pengujl pada penelltian ini yang 

telah meluangkan waktunya untuk menguji dan memberikan masukan serta 
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9. Budiono, dr. Mkes, yang telah meluangkan waktu dan pikirannya dalam 
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BAB 1 

PENDAHUlUAN 

1. Latar Belakang 

---
Keganasan kepala leher merupakan keganasan epitelial agresif dalam enam keganasan 

tersering sedunla. Terhitung hampir 5000 kasus baru di negara Amerika Serikat dengan 

estimasi mendekati 56.520 kasus selama tahun 2004 dan 600.000 kasus di seluruh dunia 

berdasar angka terakhir dari International Agency for Research on Cancer dari badan WHO. 

Kematian akibat keganasan kepala leher mencapai 2% dari seluruh kematian akibat 

penyakit keganasan di Amerika Serikat. Karsinoma se l sku amasa merupakan keganasan 

terse ring dari traktus aerod igestivus atas tersebut. Walau penanganannya sudah lebih maju, 

namun kompleksnya masalah karsinoma sel skuamousa kepala leher dengan tingginya angka 

morbiditas, angka hldup masih di bawah 45%, dan hanya sedikit membaik dalam dekade 

terakhir t 1.21. 

Hasil yang jelek pad a penanganan keganasan kepala leher disebabkan oleh multi 

faktoria l, termasuk keterlambatan deteksi dan adanya tumor primer multipe l. Berdasarkan 

konsep yang banyak diterima yaitu kerusakan seluler yang menjadi sebab transformasi 

neoplasm a, maka muncul suatu paradigma pemberian kemoprevensi untuk mencegah 

timbulnya tumor primer kedua\1.3I. 

Perubahan gen supresor tumor seperti p53 yang berlokasi pada 17p13, sering 

ditemukan pada keganasan kepala Ie her dan terjadl kurang lebih 50% dari tumor. 

Imunohistokimia positif juga terdeteksi pada 45% lesi dlsplasla, 29 % lesi hiperplastik, 21% 

pad a jaringan normal!4). 
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Overekspresi Cyclln 01 protoonkogen pada kromosom llq13 enkode protein Cydin 01, yang 

mengakibatkan progresi siklus sel lewat Gl, dldapatkan hanya sekltar 30-50% keganasan 

kepala lehe~S). Oleh Benjamin dkk, didapatkan ekspresi Cyclln 01 dan p53 tidak 

berhubungan secara slgniflkan dengan prognosis karsinoma sel skuamosa kepala dan lehe~6). 

Epidermal growth /actor reseptor (EGFR) juga sering dltemukan dan bahkan pada proses 

keganasan dinl, dlmana EGFR merupakan pengikat banyak faktor pertumbuhan yang 

menstlmulasi prollferasi sal normal maupun neoplasma. OVerekspresi EGFR mencapai 85% 

pada keganasan kepala lehe~7.8J. 

Hipermetilasl DNA plG merupakan predlktor pada kasus metastase jauh namun hanya 

didapatkan positif pada 50% kasus karsinoma sel skuamosa kepala dan lehe~g). 

Kesemuanya tersebut merupakan multi faktor yang sangat mempengaruhi hasil 

penanganan keganasan kepala dan leher walaupun diterapl dengan multi modalitas sepertl 

radioterapi, kemoterapl dan tlndakan bedah. Namun dengan pendekatan multldlsiplln, 

keberhasllan terapi dapat mencapai 70% pada penderlta dengan local advance, non 

metastase. 01 sisi lain, angka rekurensi mencapai sekitar 50% pada penderita resiko tinggi, 

yang serlng dengan metastase jauh, dan sulit dlobati sehingga tujuan terapi berubah menjadi 

paliatlr1o-13J. 

oari penelltlan lain ditemukan bahwa kelenjar limfe sangat berperanan dalam 

metastase keganasan kepala leher dlmana terllhat bentukan jarlngan limfe yang baru Intra 

dan peritumoral. Faktor yang mempengaruhi limfangiogenesls dlketahui awal abad 20 inl 

dipromosi oleh VEGF-C dan -0, dan terakhir dlslnyalir VEGF-A dapat juga merangsang proses 

tersebut selain anglogenesis(14-181. 
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Pada dekade sebelumnya, hanya VEGF-A yang dapat dideteksl pada hampir semua 

keganasan dan dilaporkan mempunyai hubungan dengan prognosa melalul proses 

anglogeneslsI14
,19,20). Belakangan inl, overekspresl VEGF-C sudah dltemukan pada sebagian 

besar keganasan. Level ekspresl VEGF-C pada tumor primer menunjukkan korelasi antara 

metastase dengan gambaran hlstopatologis pada keganasan tiroid, payudara, rahim, prostat, 

kandung kemlh, lambung, kolorektal, paru dan esofagusI17
.2L22). Pada keganasan sel 

skuamosa kepala leher juga didapatkan korelasl antara VEGF-A dan C dengan metastasis 

Ilmfatik, ekspresi tersebut bukan akibat efek sekunder pada angiogenesis vaskuler melalnkan 

efek pada sel endotellimfatik(15
). Benjamin dkk (2000), meneliti hubungan prognostik dengan 

level protein VEGF yang diperlksa secara Imunohistoklmia, mendapatkan kepositifan VEGF 

merupakan prediktor yang signlfikan pada keganasan sel skuamosa kepala dan leherlsJ. 

Namun oleh Panayiotls AK dkk(200S), juga denl~an pemeliksaan imunohistokimia, 

mendapatkan overekspresl VEGF tldak slgnlfikan dengan metastasis kelenjar getah bening, 

namun keposltlfan VEGF tampaknya ada berhubungan dengan rendahnya angka harapan 

hidup (23) • Hasil penelitian tersebut mungkin akan berbeda bila dilakukan pemeliksaan 

dengan VEGF-C yang bekerja dalam proses Itmfangiogenesls yang berkorelasi dengan 

penyebaran tumor<lsi. 

Makin tinggi grading hlstopatologi karsinoma sel skuamosa kepala leher, makin besar 

kemungklnan terjadlnya metastasis. Pada penelitian Ahmed Mu dkk (2007) didapatkan occult 

metastasis sebesar 22,2% pada kasus dlferenslasl balk, 25% pada kasus diferensiasi sedang 

dan 54/6% pada kasus diferensiasi buruk (24
). 
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Berdasarkan uralan diatas maka pada penelltian inl akan dlcari bagalmana hubungan 

overekspresi VEGF-C dengan grading hlstopatologis karsinoma sel skuamosa kepala dan 

leher, sehingga dengan pemeriksaan ekspresi VEGF-C dapat digunakan sebagai predlktor 

molekuler outcome klinis penderlta dengan karslnoma sel skuamosa kepala dan leher. 

2. Rumusan Masalah 

Apakoh terdopat korelosl ontoro derojat ekspres; VEGF·C dengon grading 

histopatologl pada keganasan karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. 
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2.1. Tujuan Penelitian 

2.1.1 Tujuan Umum 

BAB2 

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN 

Mengetahui korelas! antara derajat ekspresi VEGF-C dengan grading histopatologi 

karsinoma sel skuamosa kepaladan leher. 

2.1.2 Tujuan Khusus 

2.1.2.1. Mengetahui korelasi antara ekspresi VEGF-Cdengan grading histopatologi karsinoma 

sel skuamosa kepala dan leher 

2.1.2.2. Mengetahui korelasi antara derajat ekspresi VEGF-Cdan grading histopatologi 

karsinoma sel skuamosa kepals dan leher 

2.1.2.2.1 Mengetahui korelas! antara derajat ekspresi VEGF-C dan grading 

histopatologi well differentiated karslnoma sel skuamosa kepala dan 

leher 

2.1.2.2.2 Mengetahui korelasl antara derajatekspresi VEGF-Cdan grading 

histopatologi moderate differentiated karsinoma sel skuamosa kepala 

dan leher 

2.1.2.2.3 Mengetahui korelasi antara derajat ekspresi VEGF-Cdan grading 

histopatologi poorly differentiated karsinoma sel skuamosa kepala dan 

leher 

2.1.2.2.4 Mengetahui korelasi antara derajat ekspresi VEGF-Cdan grading 

histopatologi undifferentiated karslnoma sel skuamosa kepala dan leher 
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2.2. Manfaat Penelitian 

2.2.1. Manfaat teoritis 

Mengetahui karelasl antara derajat ekspresi VEGF-C dengan sifat pertumbuhan karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher 

2.2.2. Manfaat klinis 

2.2.2.1 Oengan mengukur ekspresi VEGF-C I dapat digunakan sebagai parameter nilai 

prognostik penderita 

2.2.2.2 Dengan mengetahui adanya ekspresi VEGF-C pada karsinoma selskuamosa kepaia dan 

leher, maka dapatdipertimbangkan obat penghambat angiogenesis dan 

limfangiogenesis sehagai salah satu modalitas terapi pada keganasan tersebut 

2.2.2.3 Dapat melakukan penelitian tanjut tentang efek obat penghambat angiogenesis dan 

limfangiogenesis terhadap penghambatan pertumbuhan dan penyebaran tumor 
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BAB3 

TINJAUAN KEPUSTAKAAN 

Karsinoma Sel Skuamosa Kepala dan Leher 

Masih tetap menjadl tantangan tersulit dalam penanganan keganasan kepala leher 

sampaJ saat ini. Angka harapan hidup selama lima tahun masih sekitar 50% dalam lima tahun 

terakhlr. Efek tlndakan pembedahan serlng menimbulkan masalah yang slgnifikan pada proses 

menelan, bicara dan tampilan fisiko Penambahan kemoterapi pada radiasi memperllhatkan ada 

sedlkit kemajuan terapl, namun tetap tldak meningkatkan angka harapan hidup. Resistensl 

karsinoma sel skuamosa terhadap kemoterapi membuat kemoterapi menjadi tldak berguna. 

Banyak penelitian dilakukan untuk menear! terapi baru yang lebih balk berdasarkan 

pengetahuan mengenai biomolekuler keganasan tersebutl 10,111. 

Etlologl 

Sebaglan besar penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan leher mempunyal rlwayat 

berkaitan dengan penggunaan tembakau dan alkohol. Balk pada pecandu rokok dan sekaligus 

alkohol, maupun maslng-masing hanya perokok tanpa penggunaan alkohol atau sebaliknva. 

Penggunaan obat-obat kumur vang berbasls alkohol Juga ditudlng sebagal salah satu penyebab. 

Tlmbulnya kasus karsinoma sel skuamosa kepala leher pada penderita bukan pecandu rokok dan 

peminum alkohol (NSND: non-smoker and non drinker) terutama disebabkan human 

papllomavlrus (HPV), Epstein-Barr terutama di negara Asia dan negara Afrika Utara. Faktor 

lainnya berupa rendahnya konsumsi buah dan savur, defisiensl zat besl, higiene oral, refluks 

gastro-esofageal, imuno defisiensl, faktor genetlk. Faktor lingkungan dan perkerjaan juga 

berpengaruh seperti pekerja tam bang nikel, tukang kayu, pekerJa pabrik tekstiI12•
13

.25.261. 
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Infeksi Human Papilomavlrus (HPV) memegang peranan penting dalam patogenesis 

keganasan kepala leher. Merupakan virus DNA yang bekerja spesiflk pada epitel skuamosa, 

mempunyai 120 macam tipe yang berbeda yang telah berhasil diisolasi. Low-risk HPV seperti 

HPV- 6 dan -11, menginduksi hiperproliferasl epitei menjadi paplloma atau kutil. Prototipe hlgh

risk seperti HPV-16 dan -18 berkemampuan merubah sel epitel melalui onkoprotein viral E6 dan 

-£7, yang berfungsi menginaktlvasi protein tumor-suppresor p53 dan pRb. Ekspresi HPV-E6 dan -

E7 menghasilkan prollferasi seluler, hllangnya regulasl siklus sel, gangguan differensiasi seluler 

dan penlngkatan frekuensi mutasi spontan , mutasl mutagen dan instabilitas kromosom[ln. 

Kasus keganasan sel skuamosa kepala leher tanpa infeksl HPV, terutama akibat mutasi 

pS3 oleh karsinogen dari rokok, atau gangguan siklus pRb oleh mekanlsme Inaktlvasi p1G atau 

ampliflkasi eyeNn D(271. 

Gambaran kllnls 

Gambaran pre-maligna biasanya hanya berupa lesi kemerahan dengan sedikit penlnggian 

yang disebut entroplasia, pada awalnya lesi kemerahan In! asimptomatlk dan dapat merupakan 

suatu karsinoma In situ atau karsinoma lnvasif. Sepertiga dari lesi pre-maligna berupa lesi 

keputihan, yang d!kenal sebagai lekoplakla, namun hanya 10% saja yang berubah menjadi 

karslnoma in situ atau karsinoma Invasir181• 

Daerah yang paling serlng terkena adalah dasar mulut, lidah, palatum mole, arkus faringeus 

anterior dan trigonum retromolar. Keluhan nyeri pada lesi menandakan terjadlnya Invas! 

perineural. Gejala lanjut berupa sakit tenggorokan yang menetap atau infeksi tellnga bila lesi 

menjadi massa yang teraba[l,l81. 
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Staging 

Sistim staging dlbuat untuk klaslflkasi, strategi terapi, evaluasi efektivitas terapi, serta 

penentuan prognosis. Sistim klasiflkasl TNM yang dikeluarkan oleh the Union /nternationale for 

the Control of Cancer {UICC) dan American Joint Commission of Cancer (AJCC} memberikan 

persamaan persepsi dalam penentuan klasiflkasi tumor dan akhirnya kesamaan penilaian hasil 

terapi dan prognosis. Pada keganasan rongga mulut, orofaring, dan kelenjar liur mayor, T 

berdasarkan ukuran tumor, sementara pada laring, hipofaring dan nasofaring, T-nya 

berdasarkan keterlibatan ekstensi lokalnya'2•
29 

l. 

Penentuan sistim TNM dari Union lnternationale Contre /e Cancer ( UICC)/AJCC untuk 

menentukan stadium pada keganasan kepala leher, yaitu '3o-32>: 

Tabell. Klasiflkasi sistim TNM menurut UICC/AJCC 

T N M 

Stadium 0 Tis NO MO 

Stadium I Tl NO MO 

Stadium II T2 NO MO 

Stadium Ill T3 NO MO 

Tl Nl MO 

T2 Nl MO 

T3 Nl MO 

Stadium IVA T4 NO MO 

T4 Nl MO 

TiapT N2 MO 

Stadium IV B TiapT N3 MO 

Stadium IVC TiapT TiapN Ml 
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Ukuran tumor primer (T) diberi indeks angka 0,1,2,3,4 

TO = tldak dltemukan tumor primer 

Tis = karsinoma In situ. 

Tl = tumor dengan diameter ~ 2 em 

T2 = tumor dengan diameter >2em, <4 em. 

T3 =tumordengan diameter >4 em. 

T4 =tumor Invasi struktur sekitar (tembus korteks tulang,kulit, otot profunda) 

Untuk menggambarkan ada tidaknya keterllbatan kelenjar getah benlng regional (N), dibuat 

klasifikasi sebagal berikut : 

Nx = kelenjar getah bening regional tak dapat ditentukan. 

NO = Iidak dldapalkan pembesaran kelenjar gelah bening. 

Nl = metastase pada KGB regional,satu nodus, ipsilateral, diameter ~ 3 em. 

N2a = metastase KGB regional, satu nodus, ipsilateral, diameter 3- 6 em. 

N2b = metastase KGB regional, multiple nodus, Ipsilateral, diameter < 6 em. 

N2e = metastase KGB regional, bilateral atau kontralateral, diameter < 6 em. 

N3 = metastase KGB, diameter> 6 em. 

Untuk menggambarkan ada atau tldaknya metastase jauh (M) : 

Mx = adanya metastase jauh tak dapat ditentukan 

MO = tldak dldapatkan metastase jauh. 

Ml = ada metastase jauh. 
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Grading hlstopatologl 

Secara mikroskoplk dibagi atas 2 Jenis yaitu kornlfikasl ( keratinizing) dan non-kornifikasl 

( nonkeratinlzing ). Adanya komlflkasi menunjukkan derajat diferensiasi yang baik dan non

korniflkasi menunjukkan derajat diferensiasi yang jelek(33I, 

Berdasarkan Broders, derajat diferensiasi karsinoma sel skuamosa dibagl menjadi 4 subtipe 

yaitu (33): 

• dlferenslas; balk (well differentiated) 

• dlferenslasi sedang (moderately differentiated) 

• diferensiasi jelek (poorly differentiated), dan 

• t!dak terdiferensiasl (undifferentiated). 

Derajat diferensiasi sel sangat penting karena umumnya derajat keganasan tumor sesual 

dengan derajat dlferenslasl sel. Semakln jelek sel berdiferenslasi, maka tumor tersebut semakln 

ganas. 

Sistem staging secara komprehensif dapat memperbalki kemampuan klta dalam memprediksi 

perilaku tumor kepala dan leher pada resiko tindakan bedah. Of masa mendatang, pemakaian 

slstem molekuler genetlka atau marker blologl akan pula menambah nllal dlagnostlk dan 

prognosa penderlta(29). 

Kelenjar Getah Bening Regional 

Status kelenjar getah bening regional dalam keganasan kepaJa leher merupakan 

prognostik yang penting. Namun pengetahuan mengenai sistem drainase IImfatlk traktus 

aerodlgestlvus belum seakurat dibanding slstem pembuluh darah. Penjelasan masalah 

metastasis IImfogen lebih banyak menyangkut tlngkat teon blologl dibandlng kenyataan 

morfologis seperti distrlbusl dan padatnya pembuluh IImfe regional. Belakangan ini dlketahul 
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tendensl penyebaran metastasis limfogen secara langsung dipengaruhi oleh densitas pembuluh 

limfe dalam area tumor primer(34 J• 

Prognosis penderlta dengan keganasan banyak yang dltentukan oleh ekstensi ukuran tumor 

primer yang akhirnya menJadi patensl metastasis. Selama inl dlanggap endotellimfatikus hanya 

berperan pasif dalam proses metastasis, dan Invasi ke sistem limfatikus terjadl aklbat tumor 

sudah menglnfiltrasi stroma dan mengenai pembuluh limfe perltumoral(34J. 

Penambahan tehnik limfografi Indirek dengan zat warna atau dengan pelacak radioaktif, 

memudahkan kita melihat Integrasi slstem limfatik traktus aero-dlgestif atas dalam sistem 

limfatik servlkal(34,35). 

Pembuktlan perbedaan Iimfatlk traktus aero-digestivus atas, bukan saja pentlng 

sehubungan dengan arah perjalanan dan frekuensl metastasis kelenjar getah bening, tapi juga 

merupakan aspek yang signiflkan dalam menentukan tindakan diseksl leher yang dibutuhkan 

dalam penanganan karsinoma sel skuamosa kepala leher(341. 

Kelenjar getah bening leher dlbagl dalam tujuh level sebagal berikutI2,30,34): 

Levell: grup submental dan submandibular 

level II: grup jugularis atas 

level III: grup jugularis media 

Level IV: grup jugularis bawah 

Level V: grup trigonum posterior (spinal accessory and a.transverse cervical) 

(atas, tengah, dan bawah, berhubungan dengan level jugularis atas, media dan bawah) 

Level VI: grup kompartemen anterior(grup visera): prelaringeal(DeJphlan), pre dan paratrakeal 

level VII: mediastinum anterior atas 

Kelompok lain: sub-oksipital, retrofaringeal, parafaringeal, buslnator (fasialls), preaurlkula, 

periparotis dan Intraparotls. 
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Vascular Endothelial Growth Factor 

Awalnya dinamakan vascular permeability factor (VPF) yang disaring dan 

mengandung se l tumor, dengan efek biologik memperlihatkan kemampuan mitogenesis se l 

endote l(35.36). 

VEGF dikenal sebagai peptida multi fungsi dalam menginduksi proliferasi set endote l dan 

angiogenesis secara in vivo dan in vitro. In vivo, merupakan regulator angiogenesis yang poten. 

In vitro, menginduksi migrasi sel endotel, proliferasi dan ekspresi gen sel endotel(36). 

VEGF berperan penting dalam perkembangan vaskuler embrio. Sa at ini diketahui juga 

berimplikasi dalam neo vasku larisasi pad a kondisi patologis seperti keganasan dimana tumor 

bergantung pada proses angiogenesis agar dapat meningkatan vaskularisasi ke tumor t erse but 

sehingga dapat tumbuh dengan cepat[36J. 

Dengan struktur dasar VEGF , 4S kDa disulfida yang terikat pada gl ikoprotein dimerik 

menggandeng heparin sehingga strukturnya mirip dengan Platelet Derived Growth Facto,-l37l . 

Kemampuan aktivitas VEGF akan hilang bila dilakukan pemisahan unit monomerik antara 17 dan 

23 kDa. Kese luruhan anggota VEGF terakhir ini tercatat ada 5 dengan via mediator 3 reseptor 

VEGF (VEGFR). Reseptor in i berkomunikas i dengan bagian dalam sel melalui reseptor 

transmembran tirosin kinase (RTKs) 36.37) 

Macam VEGF 

Dikenal ke luarga VEGFya itu VEGF (VEGF-A), Placenta growth /actor(PIGF), VEGF-8, VEGF-

C, VEGF-D, VEGF-E(VEGF homolog encoded Or/ virus) , dan VEGF-like protein dalam bisa ular(37·38) 

VEGF-A (VEGF) merupakan protein VEGF pertama yang diidentifikasi dikode dari 

kromosom 6p21.3. Rangkaian gen VEGF memanjang sampai 14kb, disandi dalam 8 ekson dan 

dibagi dalam 7 intron. Dengan melalui mRNA splicing, dihasilkan 6 iso/arm, dimana 
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perbedaannya adalah ada tldaknya ekson 6 dan 7, yaltu VEGF 1111 VEGF 145" VEGF 165, VEGF 193, 

VEGF 199, dan VEGF 206.
135,36) 

VEGF bukanlah angiogenesis tunggal, karena maslh ada faktor lain yang turut terlibat seperti 

angiogenin, interleukln 10 dan 8, plotelet-derlved endothelial growth /Dctor, fibroblast growth 

factor, angiopoeltlns, dan thrombospodin. Dalam beberapa penelitian terllhat adanya 

hubungan VEGF dengan biomarker utama lalnnya seperti COX-2 TP53, KI-67, namun secara 

keseluruhan ekspresi VEGF mempunyai prognosa yang signiflkan pada penderita keganasan sel 

skuamosa kepala leher(37
). 

Regulasl ekspresl VEGF ditentukan oleh kondisl okslgen jaringan dan gula darah yang rendah. 

Pada kondlsi hipoksik, maka VEGF mRNA akan terinduksi melakukan transkripsl gen (hypoxla

inducible factor= HIF), namun tldak berlaku untuk VEGF lainnya( 5,37). 

Beberapa faktor pertumbuhan sepertl EGF, TGF, IGF, PDGF, dapat meregulasi ekspresi VEGF 

mRNA, memberikan gambaran bahwa parakrin atau autokrln melepaskan faktor bekerja sarna 

dengan VEGF dalam kondisi hipoksla lokal. Sitokin inflamasi sepertl/L-l dan IL-6 menginduksi 

VEGF dalam beberapa tipe sel termasuk fibroblast sinovial. Beberapa hormonal juga terlibat 

seperti TSH yang menginduksi ekspresl VEGF pada beberapa keganasan tlrold. Horman lalnnya 

adalah ACTH, gonadotropin, estradiol, progestinI37l. 

VEGF B ko-ekspresl dengan VEGF pada jaringan, terutama jaringan otot tubuh dan jantung. 

VEGF --C dan -0 berbeda dengan yang lalnnya dengan adanya rantal -N yang panjang dan 

ekstensi tennlnal -C, mempunyai aflnltas yang kuat terhadap VEGFR-3 dan -2 yang dapat 

menglnduksl balk proses limfangiogenesis maupun angiogenesls(38.39). 

VEGF-D mRNA, pada jaringan manusia dewasa, sangat banyak pada jantung, paru, otot 

skeletal, kolon dan usus halus, dapat menglnduksl pertumbuhan pembuluh limfatik yang baru 
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secara In vivo. Namun, walaupun punya aktlvltas IImfanglogenlk, VEGF-D bukan bahan essenslal 

untuk slstem perkembangan Iimfatlk(38
). 

VEGF-C 

VEGF-C dan -D berbeda dengan yang lalnnya dengan adanya rantai -N yang panjang dan 

ekstensl termlnal-C, mempunyai afinltas yang kuat terhadap VEGFR-3 dan -2 yang dapat 

menglnduksl baik proses IImfangiogenesls maupun anglogeneslsl38
,39). 

Merupakan ligan VEGFR-3 yang pertama kall dltemukan, di mana cDNA VEGF-C dlklonning dari 

sel kanke, prostat. Kee dkk (1996) berhasil melakukan klonning VEGF-C dan sel glioma G61 

manusia(40) 

Terdiri dari sekltar 305 asam amino yang serupa dengan VEGFl65, terminal-C terdirl dari urutan 

ekstra slsteln, berat moiekul23kDa protein, serupa juga dengan keluarga PDGF. 

Pemetaan gen VEGF-C terhadap kromosom manusla pada 4q34, mendekati pemetaan gen 

aspartylglucosamlnldase manusia pada kromosom 4q34 35. 

VEGF-C diekspresi dalam sel neuroendokrln seperti sel-sel alfa dari islet Langerhans, sel 

penghasil prolaktin darl hipofise anterior, sel medulla suprarenal dan sel neuro endokrin traktus 

gastrointestinal dan dalam jumlah yang sediklt pada otak, hatl. 

Over ekspresi VEGF-C pada epidermis tikus transgenlk, menimbulkan hiperplasi jaringan 

pembuluh IImfatlk. In vitro, VEGF-C menstimulasl migrasi dan mitogenesis sel endotel yang 

dikultur. Pada tikus coba dengan vegf -/- didapatkan hlpoplasllimfatik, mengindikasikan fungsi 

utama VEGF-C dalam proses IImfanglogenesls. Namun mekanisme yang pasti belum dapat 

diketahul dengan jelas. 

Ekspresi mRNA VEGF-C distimulasi oleh mutasl supresor p53, onkoprotein Ras, hipoksia, faktor

faktor pertumbuhan, TNF-alfa dan It1-olla(41). 
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Reseptor 

VEGF.( clfe<I IS biO<kc<l 
by ant1 VEGfA·lAb 

Gam bar 1. Overekspresi VEGF-C dan blokade anti VEGFR-3 Antibodi 
( dikutip dari Takahashi H, Shibuya M. The vascular endothelial growth factor 
(VEGF)/VEGF receptor system and its role under physiological and pathological 
conditions. Clinical Science 2005; 109:227-41 

VEGF meregulasi pertumbuhan dan diferensiasi sel endotel lewat tiga reseptor tirosin 

kinase : VEGFR-1 (Fit-1), VEGFR-2 (Fik-1 in mice, KDR in humans), VEGFR-3 (Fit-4). Ketiganya 

predominan diekspresikan sel endotel dan memperlihatkan struktur dan fungsi mirip keluarga 

reseptor Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) !36
.4

2 l. 

VEGF-VEGF tersebut terikat pada VEGFR dengan spesifitas tumpang tindih . Seperti VEGF-A 

terikat baik pada VEGFR-1 dan VEGFR-2. PIGF dan VEGF-8 terikat hanya pada VEGFR-1, VEGF-E 

terikat hanya VEGFR-2. Secara umum, proses angiogenesis dimediasi lewat VEGFR-1 dan 

VEGFR-2! 36.42l. 

VEGF-C dan VEGF-0 terikat pad a VEGFR-3 melakukan mediasi signal pada endotellimfatik(38l 
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Walaupun VEGFR-2 dilaporkan dapat mengekspresi sel endotel limfatik in vivo, namun tidak 

essensial untuk limfangiogenesis. Namun, ternyata pada sepanjang proses limfangiogenesis 

dapat dllibatkan heterodimerisasi VEGFR-2 dan VEGFR-3(43
) 

Pada awal embriogenesis, VEGFR-3 diekspresi pada semua sel endotel , setelah itu terjadi 

penurunan regulasi, awalnya pada arteri lalu vena. Selanjutnya, sepanjang pembentukan 

limfatik, VEGFR-3 bertambah banyak dalam endotel limfatik, dan di luar bentukan limfatik, 

hanya terekspresi pada beberapa pembuluh darah fenestrasi. Signal VEGFR-3 dibutuhkan untuk 

perkembangan normal vaskuler darah dan sistem limfatik. Menariknya, dalam salah satu 

penelitian terakhir ada indikasi bahwa penghambatan VEGFR-3 pada jaringan dewasa dengan 

inhibitor spesifik dapat memblokade pertumbuhan limfatik baru tanpa mempengaruhi 

pembuluh limfe yang sudah ada atau angiogenesis(38
). 

VEGF 
PIGF 
VEGF-B 

l 
VEGF 
VEGF..C 
VEGF-D 

l 
VEGF.C 
VEGF-D 

l 

NeuropiUn-1 

VEGFR-1 

+ 
VEGFR-2 veGFR-3 

? ,/ '-
ANGIOGENESIS LYMPHANGIOGENESIS 

0 ::.,00101 ..CM 

o=-- O ~C1ofll 

~- ~--.. ~~~ '=~ 
Gambar 2. VEGF-C dapat menginduksi VEGFR-2 dan -3 sehingga terjadi proses 

angiogenesis dan limfangiogenesis (Dikutip dari Stacker SA, Baldwin ME, Achen MG. 

The role of tumor lymphangiogenesis in metastatic spread. FASEB J 2002;16: 922-34) 
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Angiogenesis 

Angiogenesis adalah proses pembentukan pembuluh darah baru dari pembuluh darah 

yang sebelumnya sudah ada. Angiogenesis berperan pada proses fisiologis, sepertl 

pertumbuhan embrlo, penyembuhan luka, dan slklus menstruasi, maupun pada proses patologis 

seperti aterosklerosis, artritis, retinopati diabetik, dan psoriasis. Pertumbuhan tumor solid 

bergantung pada proses angiogenesis dlmana pembesaran diameter tumor memerlukan Juga 

peningkatan vaskularisasi. Angiogenesis mempengaruhi perllaku tumor. Penlngkatan 

angiogenesis Ini berhubungan dengan ~ecenderungan tumor untuk bermetastasis, prognosis 

yang buruk, dan penurunan angka ketahanan hidup. VEGF merupakan suatu angiogenic growth 

jactor yang kuat pada tumor. Pad a suatu tumor dengan ekspresi VEGF yang tlnggi, akan 

didapatkan proses angiogenesis yang berlangsung leblh hebat sehingga terjadi pertumbuhan 

dan metastase yang lebih cepat(36.37). 

Proses angiogenesis terdiri dari beberapa tahap yaitu degradasl ECM ( Extracellular 

matrix ), kemotaksis, mlgrasi dan proliferasi sel endotel. Pada proses angiogenesis tumor, tidak 

terjadi tahap maturasi sehingga kualltas pembuluh darahnya berbeda dengan pembuluh darah 

normal. 

Degradasl ECM membutuhkan enzim urokinase plasminogen activator (uPA) dan matriks 

metaloprotelnase yang dlhasllkan oleh growth factor seperti VEGF dan FGF, juga akan 

merangsang mlgrasl, prollferasi dan Invasi sel endote!. Proses kemotaksls dimulai dengan mlgrasl 

sel endotel melalul ECM yang telah terdegradasl. Makrofag yang berperan pentlng dalam proses 

kemotaksis tersebut diaktivasi oleh tumor melalul pembentukan macrophage chemotactic/actor 

(MCP1,2,3) dan VEGF yang juga merupakan suatu chemotactic factor. SelanJutnya makrofag 

yang telah teraktivasl tersebut berperan dalam proses angiogenesis. Aktivasi sel endotel oleh 
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makrofag selain melalui FGF dan VEGF, juga melalul IL-8 dan tumor necrosis/actor (TNFa). 

Pada tahap migrasl sel endotel dlperlukan peran Integrin, dimana Integrln av63 dan av635 

berfungsi sebagal suatu cell adhesion molecules yang mempermudah sel endotel untuk 

melakukan mlgrasi setelah EeM tersebut mengalami degradasi pada tahap sebelumnya{37.40I. 

VEGF bukanlah satu-satunya faktor yang berperan dalam proses angiogenesis. Sampai 

saat in1, sudah ada 12 growth factor yang ditemukan antara lain Fibroblast Growth Factor(FGF) , 

Ang/ogenin, Transforming Growth Factor(TGF), Tumor Necrosis Factor (TNF), Platelet-Derived 

Endothelial-cell Growth Factor(PDGF}, Placental growth factor (PGF). Namun FIbroblast Growth 

Factor (FGF) dan Vascular Endothelial Growth Foctor (VEGF) merupakan protein proangiogenlk 

terserlng yang ditemukan pada tumor{36l. 

Umfangiogenesls 

Sistem limfatlk terdlrl dari jaringan yang sangat ekstenslf darl kapiler, penampung, 

saluran, meliputl sebaglan besar organ tubuh. Pembuluh limfatlk berperan pentlng dalam 

penyaluran cairan tubuh seperti protein plasma dan sel , kern bali ke sirkulasi darah utama. 

Sistem limfatik juga berperan dalam slstem kekebalan dan penyerapan lemak darl saluran 

cerna. Kapller limfatlk merupakan pembuluh akhir-buntu (bJind-ended), mengandung sejumlah 

besar pori-pori inter endotel yang banyak , tidak mengandung perlsit dan basal lamina yang 

kontinu. Kapller limfatik diikat filamen yang menghubungkan saluran dengan rnaktriks 

ekstraseluler, dan berfungsi mempertahankan patensl pembuluh selama penlngkatan tekanan 

jaringan{38,44I. 

Pembuluh limfatlk dlbentuk lewat proses limfanglogenesis, pada manusia, kantong limfe 

pertama ditemukan pada usia 6-7 minggu embrio, kurang leblh sebulan setelah terbentuknya 

pembuluh darah pertama. SeJ endotel limfatlk berdlferensiasi dan menyebar keluar dan vena 
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jugularls untuk membentuk kantung IImfe primltif. Selanjutnya membentuk pembuluh limfe 

perlfer melalul penyebaran sentrlfugal darl kantung~kantung limfe ini. Penyebaran, penyatuan 

dan regresi selalu terJadi dalam proses limfangiogenesls seperti halnya dalam anglogenesls(38). 

Gambar 3. Penonjolan pada pembuluh limfe untuk memulai proses limfangiogenesis. 
(Oikutip dari Dictor M, Mebrahtu 5, Selg M, Lokmic Z, Sorokln L. Lymphatic origin from 
embryonic stem cells. In: Leong SPL, editor. Cancer metastasis and the Iymphovascular 
system: basis for rational therapy. New York: Springer; 2006.p.15-36 

Belumlah jelas diketahui bagalmana suatu tumor dapat menyebar melalul saluran 

IImfatik. Walau sudah jelas proses via hematogen, namun belum dapat dipastikan apakah suatu 

tumor juga dapat menginduksi IimfangJogenesls atau hanya sekedar melewatl pembuluh 

peritumoral sajal45-
471. 

Pertumbuhan tumor sangat tergantung pada lnteraksl yang aktlf dengan pembuluh 

darah jaringan sehat sekitarnya. Densitas tinggi darl pembuluh mlkro tumor merupakan reslko 

tinggl terjadlnya metastasis hematogen. Pada kasus keganasan, status kelenjar getah bening 

merupakan Indikator prognostlk untuk hasil akhlr penderlta. Namun pada dekade sebelumnya, 

masih disangkal bahwa keganasan tersebut dapat menginduksi proses limfangiogenesis, dan 

tetap menjadi perdebatan walau posltif didapatkan adanya limfangiogenesls. Beberapa 

penelitlan terbaru sudah melaporkan ada korelasl antara ekspresi faktor IImfanglogenik (VEGF-

C dan -DJ dan densitas pembuluh limfe atau metastase ke kelenjar getah bening. Oalam ujl 
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coba pada membran sel embrio hewan coba yang dikerjakan Wilting dkk, dengan perlakuan 

pemberian VEGF-A dan VEGF-C- expressing human A375 melanoma cells, didapatkan proses 

yang berbeda yaitu VEGF-C merangsang proses limfangiogenesis secara kuat dan 

hemangiogenesis ringan. Kemudian dilakukan penghambatan terhadap VEGF-C maka proses 

penyebaran atau metastase menjadi inaktif. Sedangkan pada VEGF-A yang merupakan faktor 

hemangiogenik, apabila dihambat, dapat mengurangi formasi kepadatan tumor, namun tidak 

mencegah interaksi sel tumor dengan jaringan sekitar dan pembentukan metastase147
.4

9l. 

Blood 
Flow 

Capillary Bed -
Interstitium 

Gambar 4. Sel tumor meninggalkan tumor primer dan menyebar langsung 
ke jaringan sekitar, menginvasi pembuluh darah atau limfe. Sel tumor juga 
membentuk jalur alternatif dengan pembentukan pembuluh darah baru 
(angiogenesis) atau pembuluh limfe yang baru (limfangiogenesis), yang 
diinduksi faktor asosiasi angiogenik maupun limfogenik. (Dikutip dari 

Stacker SA, Baldwin ME, Achen MG. The role of tumor lymphangiogenesis in 
metastatic spread. FASEB J 2002;16: 922-34) 
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Pemilihan pemeriksaan ekspresi VfGF-C dilakukan karena sifat VEGF-C yansJ!.ampu 

bekerja terutama pad a proses limfangiogenesis melalui VEGFR-3 maupun proses angiogenesis 

melalui VEGFR-2. Yang diketahui sampai saat ini, faktor yang berperan dalam proses 

IImfangiogenesls adalah VEGF-C dan -D. Namun VEGF-O yang berkerja lewat VEGFR-3, t ldak 

berperan dalam proses ang iogenesis sebagaimana VEGF-C. Karena sampai sa at ini, proses 

angiogenesis masih dianggap faktor yang berperan penting dalam pertumbuhan dan penyebaran 

tumor, maka pemillhan pemeriksaan VEGF-C sudah mencakup aspek kete rl ibatan angiogenesis 

dan IImfanglogenesis, juga meringankan beban dibanding memeriksa VEGF·A bersama VEGF·C 

atau -0. 

Pada penelitian awal ini hanya djfokuskan untuk melihat ada tidaknya hubungan antara 

ekspresi VEGF·C dengan grading histopatologi sel skuamosa kepa la dan leher, sehingga tidak 

dilibatkan multi varia bel seperti parameter status kelenjar getah bening, status tumor TNM, 

status pol a hidup dan lain· lain. Oiharapkan penelitian lebih lanjut di waktu yang akan datang 

dengan melibatkan parameter lainnya dapat dilakukan bUa penelitian ini memberikan hasil yang 

bermakna dan dapat ditindaklanjuti. 
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5.1 Jenis dan Rancangan Penelitian 

BABS 

MfTODE PENElITlAN 

Penelitian ini untuk mengetahui peningkatan ekspresi VEGF..c pada karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher, serta korelasi antara penlngkatan ekspresi VEGF-C dengan 

berbagai grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan feher. 

Pengamatan dilakukan dengan sesaat pada variabel-variabel yang peristiwanya telah 

terjadl. Rancangan penelitlan yang dlgunakan adalah retrospektif diagnostik test dengan 

pendekatan cross sectional. 

S.2 Papulasi 

Papulasl penelitian adalah semua blok parafin yang terslmpan dl Departemen Patologi 

Anatoml FK Unair/RSU Dr Soetomo, yang secara kllnls dan hlstopatologls menunjukkan 

gambaran karslnoma sel skuamosa kepala feher. 

5.3. Sampling 

Sampel penelitlan adalah blok parafin penderita yang telah dioperasi di RSU Dr. Soetomo 

Surabaya selama periode 2006-2008 yang secara histopatologls menunjukkan karslnoma 

sel skuamosa kepala leher dengan berbagai derajad diferensiasl. 

5.3.1 Besar sampel 

8esarnya sam pel ditentukan menurut perhltungan berdasarkan proporsl karena 

populasl tidak diketahui, dengan rumus sebagai berikut : 

n = ( 2'/2< + Zp )' + 3 
051 (I+T) 
, "(1 T) 

Z 1/2a 0,05 = 1,96 

Z R 0,20 = 0,842 

r=O,5 

( 
1.96+0,842 )' n= +3 

0,5 In H ~ g:~l 

n = 29,05 dibulatkan menjadl30 
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5.3.2 Pengambllan sam pel 

Sampel dipillh secara simple random sampling berdasarkan krlterla Inklusi dan 

eksklusi kemudian diperlksa secara imunohistokimia ekspresl VEGF-C. 

5.4 Krlterla Bahan Penelltian 

5.4.1 Krlterla Inklusl 

5.4.1.1 Kasus primer aero-dlgestivus atas yaltu karsinoma larlng, karsinoma bukal, 

karslnoma sino nasal, kars/noma lidah, karsinoma nasofaring, karsinoma 

makslia,karsinoma palatum, karslnoma labial 

5.4.1.2 Belum pernah rad/asi dan kemoterapi pre-operatif. 

5.4.1.3 Blok parafln karsinoma sei skuamosa kepala leher yang tersimpan dengan 

baik pada suhu kamar di Departemen Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran 

Universitas Airlangga/ RSU Dr Soetomo Surabaya. 

5.4.2 Kriteria eksklusi 

5.4.2.1 Bukan kasus karslnoma larlng, karslnoma bukal, karslnoma sino nasal, 

karslnoma IIdah, karslnoma nasofarlng, karsinoma makslla,karsinoma 

palatum, karsinoma labial 

5.4.2.1 Sudah pernah rad/asi dan kemoterapi pre-operatlf 

5.5. Varia bel Penelltian 

Pada penelitian Inl variable penelltian yang diteliti adalah: 

5.5.1 Varia bel independent : ekspresl VEGF-C. 

5.5.2 Varia bel dependent 

5.6 Deflnlsi operasional 

5.6.1 Ekspresl VEGF-C 

: grading histopatologls 

Merupakan ekspresi protein VEGF-C, dimana ekspreslnya dapat dillhat 

dengan menggunakan pemeriksaan imunohlstoklmia terhadap tumor yang 

sitoplasma sel tercat positlf dengan menggunakan VEGF-C Po/yetonal Antibody 

(B;oVls;onj. Ekspresi VEGF-C ditunjukkan dalam skala prosentase sel tumor yang 

positlf dan dinllai secara semikuantitatlf dengan skor : 
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0 : Bila tidak tampak area yang positif pada pengecatan terhadap VEGF-C atau 0% 

dari 5 lapangan pandang yang dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x 

+1 : Bila rata-rata area yang positif pada pengecatan terhadap VEGF-C dari 5 

lapangan pan dang yang dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x kurang 

dari 10% 

+2 : Bila rata-rata area yang positif pada pengecatan terhadap VEGF-C dari 5 lapangan 

pan dang yang dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x an tara 10-50% 

+3 : Bila rata-rata area yang positif pad a pengecatan terhadap VEGF-C darl 5 lapangan 

pan dang yang dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x lebih dari 50% 

Pemeriksaan inl dilakukan di Departemen Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran 

Universitas Airlangga/ RSU Dr Soetomo Surabaya. 

5.6.2 Grading histopatologi 

Karsinoma sel skuamosa ditentukan gradenya menurut sistem Broder menjadi 4 

subtipe berdasarkan diferensiasi histologinya yaitu 

5.6.2.1 Well Differentiated 

5.6.2.2 Moderately Differentiated 

5.6.2.3 Poorly Differentiated 

5.6.2.4 Undifferentiated. 

Tabel 2. Grading histopatologis karsinoma sel skuamosa menu rut sistem Broder 

Well 
Differentiated 

Diferensiasi >50% 
sitoplasmik mengalami 

keratinisasi 
Polimorfisme >75% 
inti sel Sel matur 

Jumlah Tunggal (0-1) 

Moderatelly 
Differentiated 

20-50% 
mengalami 
keratin isasi 
50-75% 
Sel matur 
Sedang (2-3) 

Poorly 

Differentiated 

5-20% 
mengalami 
keratinisasi 
25-50% 
Sel matur 
Banyak (4-5) 

Undifferentiated 

<5% mengalami 
keratin isasi 

<25% 
Sel matur 
Sangat banyak 

mitosis (>5) 

Dikutip dari Starska K, Kulig A. Tumor front grading in prediction of survival and lymph 
node metastase in patients with laryngeal carcinoma. Advances in Medical Sciences, 2006; 
51:201. 
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Pada penelitian ini akan diteliti intensitas ekspresi VEGF-C secara imunohistokimia pada 

berbagai derajad diferensiasi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher. Pemeriksaan 

histopatologi ini dilakukan di Departemen Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas 

Airlangga/ RSU Dr. Soetomo Surabaya. 

5. 7 Kerangka Operasional 

Kriteria 

lnklusi 
Kriteria 
Eksklusi 

5.8 Lokasi dan Waktu Penelitian 

5.8.1 Lokasi 

Pemeri ksaa n 
lmunohistokimia 

Pemeriksaan 

Histopatologis 

Ekspresi 

VEGFR-3 

Grading 

Histopatologis 

Analisis 

Korelasi 

Dilakukan di poli Bedah Kepala Leher dan Departemen Patologi Anatomi Fakultas 

Kedokteran Universitas Airlangga/RSU Dr. Soetomo Surabaya. 

5.8.2 Waktu penelitian 

Selama 3 bulan sejak pengumpulan sampel sampai analisa data. 
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5.9 Tahap Penelitian 

Tahap I Penentuan sampet dllakukan berdasarkan data DMK 

penderita Karslnoma Sel Skuamosa kepata Leher di 

RSU Dr. Soetomo 

J. L 
Seleksi sam pel sesuai kriteria inklusi dan eksklusi 

Tahap II 

~ _c 
Pengumpulan blok parafin di Departemen 

Tahaplll Patologi Anatomi sesuai data yang didapat dari 

tahapan sebelumnya 

j_ L 
Pemeriksaan histopatologi untuk menentukan 

grading 

TahapiV j__L 
Pemeriksaaan immunohistokimia 

menggunakan VEGF-C Polyclonal Antibody 

TahapV fBinVi.t;innJ 

j_ r: 
Kuantifikasi ekspresi VEGF-C 

Tahap VI ~ _L 

Tahap VI 
Pengumpulan data 

j _[ 
Tahap VII 

Anal isis data 
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BAB 6 

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA 

6.1 Karakteristik Sampel Penelitian 

Sampel diambil secara random sampling pada seluruh blok parafin penderita 

karsinoma sel skuamosa kepala dan leher di RSUD Dr.Soetomo Surabaya bulan Januari 2006 

- Juli 2008. Sam pel yang memenuhi syarat terkumpul sebanyak 32 buah blok parafin. 

Tabel 3. Karakteristik sam pel penelitian 

Grading Histopatologi Total 

Well Moderate Poorly Undifferen-

Differentiated Differentiated Differentiated tlated n=32 

n=9 n=8 n=8 n=7 

Umur 

Jenis Kelamin 

Lakl-lakl 8(34,8%) 7(30,4%) 4(17,4%) 4(17,4%) 23(100,0%) 

Perempuan 1(11,1%) 1{11,1%) 4(44,4%) 3{33,3%) 9(100,0%) 

Tabel 4. Distribusi jenis kelamin dan umur pada karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

Jenis Kelamln 
Umur (tahun) 

Lakl-lakl (%) Perempuan (%) 
Jumlah (%) 

Q-9 0 (0.0) 1 (100)/(11,1) 1 (100)/(3,1) 

10-19 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (O.O)I(O,O) 

20-29 0 (0,0) 0 (0.0) 0 (0,0)1(0,0) 

30-39 4 (66,7)1(17,4) 2 (33,3)1(22,2) 6 (100)1(18,7) 

40-49 3 (42,9)1(13,0) 4 (57,1)/(44,5) 7 (100)1(21,9) 

50-59 7 ( 100)/(30,4) 0 (0,0) 7 (100)/{21,9) 

60-69 6 (87, 7)/(26,1) 1 (14,3)1(11,1) 7 (100)/(21,9) 

>70 3 (75) I ( 13,0) 1 (25) I (11,1) 4 (100)/(12,5) 

Jumlah (%) 23 (71.9)1(100) 9 (28.1)/(100) 32 (100)/(100) 

Jenis kelamin terbanyak pada penderita karsinoma sel skuamosa kepala leher yang 

menjadi subyek penelitian ini adalah laki-laki, sebanyak 23 orang (71,9%). Umur penderita 

pada penelitian ini antara 3 tahun sampai dengan 86 tahun, dengan rata-rata 52,31 tahun. 
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Kelompok yang terbanyak adalah pada umur 40-491 50-59 dan 60-69 tahun yaitu maslng-

masing 7 orang {2119% ). Laki-laki mendominasi kelompok usia 50-59 tahun dan 60-69 tahun 

yaitu sebanyak 7 orang (30A%) dan 6 orang (2611%). Sedangkan pada kelompok umur 40-49 

tahun lebih banyak wan ita yaitu 4 orang (44~4%). 

Tabel 5. Distribusi umur1 kelamin1 grading histopatologis serta ekspresi VEGF-C penderita 
karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

Grading Hlstopatologi 

Umur Well Moderately Poorly Undifferentiated Total 

(tahun) differentiated Differentiated Differentiated 

Lakl- Wanlta Lakl- Wan ita Lakl- Wanlta Lakl- Wan ita Lakl-lakl Wanlta 

lakl lakl lakl lakl 
().9 0 0 0 0 0 0 0 1{100%} 0 1(100%} 1(100%} 

1(+2) 

10.19 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

20.29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

30-39 0 1(16,7%) 0 0 2(33,3%) 0 2(33,3%) 1(16,7%) 4(66,7%) 2(33,3%) 6(100%} 

1(+2) 2(+2) 1(+1) 1(+1) 
1(+2) 

4().49 2(28,6%) 0 0 0 0 3(42,9%) 1(14,3%) 1(14,3%) 3(42,9%} 4(57,1%) 7(100%) 

2(+1) 3(+2) 1(+3) 1(+3} 

50-59 2(28,6%) 0 4(57,1%) 0 1(14,3%) 0 0 0 7(100%) 0 7(10096} 
2(+1) 4{+2) 1(+2) 

60-69 3(42,9%) 0 1(14,3%) 0 1(14,3%) 1(14,3%) 1{14,3%) 0 6{85,7%} 1(14,3%) 7(100%) 
2(+1) 1(+2} 1(+2} 1(+2) 1(+2) 
1(+2) 

>70 1(25%) 0 2(50%) 1(25%} 0 0 0 0 3{75%) 1(25%) 4(10096} 
1(+1) 2(+2) 1(+2} 

8(25%) 1(3,1%) 7(21,9%} 1(3,1%} 4(12,5%) 4(12,5%} 4(12,5%} 3(9,4%} 23(71,9%) 9(28,1%) 32(100%} 

Total 9(28,1%) 8(25%) 8(25%} 7(21,9%) 32(100%} 

Dari tabel 5 tampak kelompok laki lebih banyak pada grading well differentiated (25%) dan 

berkurang berturut-turut pada moderately(2119%)~ poorly (12,5%)dan undifferentiated 

(12,5%). Berbeda dengan kelompok wanita yang cenderung meningkat mulai dari grading well 

differentiated (311%)1 moderately(3~1%)~ poorly(12,5%), sedikit menu run pada undifferentiated 

(9,4%). Perbandingan antara kelompok laki-laki dan wanita memperlihatkan semakin kecil bila 

grading histopatologis semakin buruk. 
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Tabel 6. Diagnosis klinis dan grading histopatologis penderita karsinoma sel skuamosa 

kepala leher 

Grading Histopatologis 
No Diagnosis Klinis Well Moderate Poorly Undiffreren- Total 

Differentiated Differentiated Differentiated tiated (%} 
(%} (%) (%) (%) 

1 Ca Laring 5{50,0) 3{30,0) 2{20,0) 10(100,0) 
2 Ca Lidah 3{60,0) 1{20,0) 1(20,0 5{100,0) 
3 Ca Nasofaring 1{12,5) 7{87,5) 8{100,0) 
4 Ca Maksila 1(33,3) 2{66,7) 3{100,0) 
5 Ca SinoNasal 1(33,3) 2{66,7) 3(100,0) 
6 Ca bukal 1(100,0) 1(100,0) 
7 Ca Labial 1{100,0) 1(100,0) 
8 Ca Palatum 1{100,0) 1(100,0) 

Total 9(28,1) 8(25,0} 8{25,0) 7(21,9} 32(100,0) 

Diagnosis klinis yang terbanyak pada penelitian ini adalah karsinoma laring yaitu 10 

orang dengan sebaran diferensiasi terutama pada yang diferensiasi balk. Pada karsinoma 

lidah, didapatkan lima sampel yang sebagian besar menunjukkan diferensiasi baik. Tiga 

sampel karsinoma sino nasal dan tiga sampel karsinoma maksila sebagian besar 

menunjukkan poorly differentiated. Hampir seluruh sampel karsinoma nasofaring 

menunjukkan gambaran tidak berdiferensiasi. 

6.2. Hasil Pemeriksaan lmununohistokimia Ekspresi VEGF-C pada Karsinoma Sel 

Skuamosa Kepala dan Leher. 

Hasil pemeriksaan ekspresi VEGF-c dikelompokkan berdasar skor yang didapat dari 

hasil ekspresi imunohistokimia. Pada penelitian ini tidak didapatkan hasil negatif pada 

ekspresi VEGF-C. Skor ekspresi VEGF-c terendah pada penelitian ini adalah +1 sebanyak 

sembilan sam pel yang terdiri dari grading histopatologis we// differentiated sebanyak tujuh 
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sampel (77,8%) dan dua sampel pada masing-masing grading moderately dan undifferentiated. 

Skor tertinggi adalah +3 didapatkan dua sampel dengan grading undifferentiated. Skor 

terbanyak adalah +2 sebanyak 21 sampel terutama pada grading poorly differentiated 

sebesar 38,1% dan diikuti grading moderate sebesar 33,3% . Bila dihitung berdasarkan 

kelompok grading histopatologi, maka grading poorly differentiated menempati 100% untuk 

skor +2, dibanding grading undifferentiated yang sangat bervariasi pencapaian skornya. (lihat 

tabel7) 

Secara keseluruhan, skor +2 dengan prosentasi antara 10%-50% sel yang tercat, 

memperllhatkan kenaikan nilai prosentasinya bila semakin buruk grading 

histopatologisnya. Hal ini ditunjukkan oleh hasil pemeriksaan imunohistokimia VEGF-C 

untuk grading poorly differentiated rata-rata area yang positif tercat lebih banyak dibanding 

yang grading moderately. Demikian pula yang undifferentiated dibandingkan dengan poorly 

differentiated ( lihat lampiran 3 ). 

Tabel 7. Ekspresi VEGF-C 

Grading Histopatologi 
Ekspresi Well Moderately Poorly Undifferentiated Frekuensi 
VEGF-C Differentiated Differentiated differentiated 

n=9 n=S n=8 n=7 (n=32) 

+1 7(77,8%) 1(11,1%) - 1(11,1%) 9(100,0%) 
+2 2(9,5%) 7(33,3%) 8(38,1%) 4(19,1%) 21(100,0%) 

+3 - - - 2(100,00,.{,) 2(100,0%) 

Gambar-gambar di bawah ini adalah contoh pemeriksaan ekspresi VEGF-C pada berbagai 

jenis karsinoma sel skuamosa kepala dan leher pada grading histopatologis yang berbeda 

dengan intensitas imnunoreaktif yang berbeda-beda pula. 
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Gambar 5. Ka rsinoma laring (TiF5.2008/T.455 /2008) well d iffe r e n t i a
ted squamous celf carcinoma di mana 10% dari se l -se l 
p os i ti f de ngan VEGF - C (m e r ah pad a sitoplas m a).Pembesaran 

400 kali dengan mikroskop Olympus BX50. 

Gambar 6. Karsinoma laring (TiF1/2008) / (T.455/2008) mad e ra te /y 
differentiated squamous cell carcinoma di man a 25% 
dari sel-se l posit if dengan VEGF - C.Pembesaran200kali 

dengan mikroskop Olympus BX50. 
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Gambar7. Karsinoma sino nasal (TiF15/2008)/(T.633S/07) poorly differen· 
tloted squamous cell carcinoma, menunjukkan 40% sel-se l positif pada 

pemeriksaan imunoh istokimia dengan VEGF·C (sisi ki ri) dan hasil negatif 
pada sisi kanan. Pembesaran 400x dengan mikroskop Olympus 8XSO. 

Gambar S. Karsinoma Nasofaring (TiF26j200S)(T.3604/0S) un dille re n tiated 
squa mo us cell carcinoma de nga n lebi h dari SO% m enu nj ukkan 
reaksi positif dengan VEG F- C pa da peme r iksaan imunohistoki· 
m i a (merah pada sitoplasma). Oil i hat de ngan mikroskop Olympus 
BXSO pad a pembesaran 400 kali. 
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6.3 Analisis hasil penelitian 

Hasil uji korelasi Spearman menunjukkan ekspresi VEGF-C mempunyai korelasi yang 

slgniflkan dengan grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher dengan 

nilai koefiseien korelasi sebesar 0,614 (lihat tabel 8}. Hal ini berarti bahwa semakin kuat 

intensitas ekspresi VEG-C maka semakin jelek derajad diferensiasi sel (gam bar 9}. 

Tabel 8. Uji Korelasi Spearman eskpresi VEGF-C dengan grading histopatologi karsinoma 

sel skuamosa kepala dan leher 

Correlations 

GRADING IMHK 
Spearman's rho GRADING Correlation Coefficient 1,000 ,614*'-

Sig. (2-tailed) 
' 

,000 
N 32 32 

IMHK Correlation Coefficient ,614- 1,000 
Sig. (2-tailed) ,000 I 

N 32 32 

-. Correlation is significant at the .01 level (2-tailed). 

Tabel 9. Tabulasi sllang ekspresi VEGF-C dengan grading histopatologi karsinoma 

sel skuamosa kepala dan leher 

IMHK * GRADING Crosstabulation 

GRADING 
Well Diff Moderately Poorly Undiff Total 

IMHK +1 Count 7 1 1 9 
o/o within GRADING 77,8% 12,5% 14,3% 28,1% 

+2 Count 2 7 8 4 21 
o/o within GRADING 22,2% 87,5% 100,0% 57,1% 65,6% 

+3 Count 2 2 
o/o within GRADING 28,6% 6,3% 

Total Count 9 8 8 7 32 
o/o within GRADING 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0% 

35 

IR – PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

KARYA ILMIAH KORELASI EKSPRESI VEGf-C... Fendy Matulatan, dr.



Lines show Mean 

40 

20 

WeUOiff Moderately Oiff Pooriy Oiff Undlff 

Grading Hlstopatologls 

Gambar 9 Graflk hubungan antara median skor ekspresi VEGF-C dengan 
grading histopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

Dari tabel di atas tampak hubungan median skor ekspresi VEGF-C dengan grading 

histopatologi di mana peningkatan skor imunohistokimia sebanding dengan tingkat 

grading histopatologis keganasan sel skuamosa kepala dan leher . 

Penilaian hubungan antara ekspresi VEGF-C dengan masing-masing grading 

histopatologis ( tes multivariat) tidak dapat dilakukan sehubungan dengan adanya 

homogenitas variabel grading histopatologls. 
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BAB7 

PEMBAHASAN 

7.1 Gambaran umum hasil penelltian 

Pads penelitian ini diperiksa 32 biok parafin karsinoma sel skuamosa kepala leher 

dengan berbagai derajad diferenslasl valtu well differentiated, moderately differentiated. 

poorly differentiated dan undifferentiated, masing-masing sebanyak 9 (28,1%), 8 (25,0%), 

8 (25,0%) dan 7 (21,9%). Usia terbanyak Valtu kelompok rentang usia 40-49, 50-59 dan 60-

69 tahun masing-rnasing 7 orang (21,9%). Untuk kelompok pria lebih banyak pada rentang 

usia 50-59 tahun yaitu 7 orang(30,4%), dan reRtang usia 40-49 tahun untuk kelompok wanita 

sebesar 44,4%, yang sesuai dengan kepustakaan bahwa insiden karsinoma sel skuamosa 

kepala leher lebih banyak pada usia 40 tahun ke atas dengan puncaknya pada dekade kellma 

dan keenam. Oarl jenis kelamin, karsinoma sel skuamosa kepala leher didapatkan 

leblh banyak pada laki~faki (71,9%) dari pada wanita ( 28,1% J dan hal ini sesuai 

dengan kepustakaan bahwa laki-Iaki leblh banyak menderita keganasan dJ kepala 

leher dibanding wanita. Rasio laki-faki dibandingkan perempuan lebih dari 2:1. 

Perbedaan rasio laki-Iaki dlbandlng perempuan leblh besar 4 sampal 5 kall pada 

laki-Iakl pada tumoHumor faring, namun perbandingan inl mulai menurun 

sehubungan dengan kemungkinan peningkatan jumlah wanlta perokokl27l. 

Menurut D,Souza dkk(200S), justru wanlta lebih banyak menderlta karslnoma sel 

skuamosa pad a kelompok bukan perokok dan bukan peminum (NSND)12S). Pad a 

penelitlan ini, kami tidak memasukkan variabel perilaku, sehlngga tidak dapat 

disimpulkan ada-tldaknya hubungan variabel tersebut dengan angka keJadlan 

keganasan kepala leher. 

Pada kasus keganasan rongga mulut, yang terbanvak ditemukan adalah 

karsJnoma sel skuamosa. Perubahan intra epltelial karsinoma sel skuamosa dapat 
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digolongkan ke dalam tlngkatan rlngan, sedang dan berat. Sistem yang digunakan 

seeara luas dalam penentuan derajad diferensiasl meneakup tiga kategorl: 

(1) deraJad dlferenslasi balk, bila tumor tersebut terdlri dari sekumpulan besar sel

sel skuamosa dan sering kali terdapat fokus-fokus keratin yang berbentuk sepertl 

mutiara, (2) derajad diferensiasl sedang, bila tumor terdlrl dari sekumpulan sel

sel skuamosa yang lebih kedl dengan sel-sel yang pleomorfis dan aktifitas mitosis 

sedang. dan (3) derajad dlferenslasi buruk, bila tumor terdirl dari sel-sel yang 

anaplastik dengan gambaran pleomorfisme dan mitosis yang prominen. Namun nilal 

klasifikasl hlstologis secara konvensional ini sudah menlmbulkan pro dan kontra dl 

antara kalangan penelltl. Bila hanya berpatokan pada satu klasifikasi saja yaitu 

secara mikroskoplk, maka akan menghasilkan respon terapi dan outcome yang 

sangat rendah.'SO) 

Darl 32 sampel yang dltelltl, terbanyak kasus karsinoma laring 10 

sam pel (31,2%) dan karslnoma nasofarlng sebanyak 8 sam pel (25,0%) dengan 

derajat dlferenslasi yang berbeda. Karslnoma laring sebagian besar menunjukkan 

derajad dlferenslasi balk (50%) dlbandlng karslnoma nasofaring yang lebih banyak 

menunjukkan diferensiasi buruk (tabel 5). Sebagian besar karslnoma dl rongga 

mulut menunjukkan derajad diferensiasi yang baik. Gale (2007) menyatakan 

sebaglan besar karsinoma larlng mempunyai derajad diferensiasi baik sampai 

sedang . Variasi derajad diferensiasi sering kali dldapatkan dalam satu tumor, tetapi 

dalam penentuan derajad diferenslasl harus didasarkan pada daerah yang 

mempunyai diferensiasi terburuk. Pada penelitlan inl dldapatkan karsinoma laring 

berdfferensiasi balk 5(50,0%), sedang 3(30,0%) dan buruk 2 (20,0%). 
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Karsinoma sino nasal adalah tumor yang terletak di vestibulum nasi dan sinus

sinus paranasalis. Kasinoma ini dapat berasal dari berbagai jenis sel. Karsinoma 

sel skuamosa adalah yang paling serlng didapatkan dan biasanya mempunyai derajad 

dlferensiasi buruk dan tidak berdiferensiasl (undifferentiated). Karsinoma sino 

nasal yang tidak berdiferensiasi mempunyai derajad keganasan yang tinggi. Dari 

namanya menunjukkan bahwa tumor Inl tidak menunjukkan gambaran epltel 

skuamosa. Pada pemeriksun hlstopatologi hanya didapatkan sel~sel yang 

anaplastik dengan rasio Inti sel yang lebih besar dan aktifitas mitosis yang tlnggi(Sl) 

Pada penelitian ini didapatkan 3 (%) kasus karsinoma sinonasal dengan diferensiasi 

yang sedang 1 (33,3%) dan diferenslasi buruk 2(66,7%) yang kesemuanya adalah 

wanlta usia rata~rata 43,5 tahun. 

Karsinoma nasofaring adalah karsinoma sel skuamosa yang sering terjadl 

pada usia dekade keempat sampai dengan dekade keenam. Karslnoma inj 

mempunyai tiga varian yaitu: (I) Keratinizing, karsinoma sel skuamosa konvensional, 

(2)Non keratinizing, berdlferensjasi, dan(3) Non keratinizing non diferenslasi. 

Terbanyak adalah bentuk karsinoma nasofaring non keratinizing non diferensiasil51) 

Pada penelitian Ini didapatkan 8 kasu5 (lOO%) karsinoma nasofaring dengan 

derajad dlferensiasl buruk/ tidak berdiferensiasi. Rentang usia rata~rata 37,6 tahun 

dan perbandingan antara laki-Iaki dan wan Ita 5 : 3, menunjukkan kasus karsinoma 

nasofaring leblh banyak pada kasus dewasa muda, bahkan satu kasus usia 3 tahun. 

Menurut Gangane dkk (2007), djdapatkan angka yang signiflkan kasus keganasan 

oral pada usia muda namun hal inl ditengarai akibat pemakaian tembakau pada usia 

yang lebih dini. Pada kasus anak yang leblh keen, kemungkinan faktor lingkungan, 

gizl, virus lebih berperan dalam keganasan nasofaring.(52) 
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7.2 Korelasl antara Ekspresi VEGF-C dengan grading hlstopatologi karslnoma sel 

skuamosa kepala dan leher. 

Berdasarkan hasil pemerlksaan Imunohistoklmia, ekspresi VEGF-C secara 

semlkuantitatlf didapatkan pada seluruh penderlta karslnoma sel skuamosa 

kepala dan leher dengan ekspresi dan intensltas Imunostalnlng yang berbeda-beda 

sesuai dengan derajad diferensiaslnya. 

Pada penelitian ini untuk karslnoma sel skuamosa yang berdlferensiasi baik 

sebaglan besar menunjukkan intensltas Imunoreaktlfltas rendah sedangkan untuk 

derajad diferensiasl buruk menunjukkan Imunoreaktlfltas sedang sampai kuat. (lihat 

lamplran 3). Darl hasll pemerlksaan pada penelitlan inl dapat dlslmpulkan bahwa 

pada derajad dlferensiasi yang buruk maka intensltas immunostaining akan semakln 

kuat. 

Pemeriksaan imunohistokimia pada penelitian ini menunjukkan korelasi 

yang bermakna antara ekspresl VEGF-C dengan grading histopatologl karsinoma sel 

skuamosa kepala dan leher dengan nllal koeflseien korelasi sebesar 0,614. Secara 

jelas korelasi ini dapat dilihat pada graflk hubungan antara median skar ekspresi 

VEGF-C dengan grading hlstopatologi karsinoma sel skuamosa kepala dan leher 

(gambar 8). Dari grafik tersebut terlihat jelas bahwa semakln kuat ekspresl VEGF-C 

maka semakin jelek derajad diferenslasi se!. Namun terlihat untuk grading 

undifferentiated tidak seluruhnya memberikan ekspresl VEGF-C karena maslh ada 

faktor lain yang mempengaruhl seperti penyediaan preparat dan cara melakukan 

Immunostaining. 

Gallo dkk (2001 ) mendapatkan adanya korelasi yang signlfikan dengan 80% 

sam pel yang positif dan ekspresi tersebut semakin kuat pada kasus dengan kelenjar 
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getah benlng positi! dibanding yang negatit''''. Menurut Neuchrlst dkk (1999) 

dldapatkan 80% sam pel yang positif dan ekspresinya semakin kuat pada grading 

yang buruk. Namun tidak didapatkan hubungan ekspresl tersebut dengan staging 

tumor maupun status Iimfonodus(54I. Oleh Lim S dkk (2003), ekspresi VEGF mencapai 

98% dan dldapatkan adanya korelasi kuat dengan prognosa yang buruk(55). Pada 

penelitlan Ding dkk(2006), ekspresl VEGF-C mRNA berkorelasi signlflkan dengan 

metastasis IImfonodus, TNM.(56) 

Pada penelltian ini, kecuali nllai ekspresi VEGF dan grading hlstopatologis, 

tldak dapat disimpulkan adanya hubungan dengan status kelenjar getah benJng dan 

metastasis karena memang variabel tersebut tidak dllibatkan sejak awal. Diharapkan 

pada penelitian lebih lanjut dl waktu yang akan datang, varia bel yang leblh luas 

dapat dllkutsertakan. 

7.3. Apllkasl kllnis VEGF-C 

V£GF-C dapat dlpakai sebagal petanda prognostik sesuai hasil penelitlan Uehara 

dkk, yang mendapatkan korelasl ekspresl VEGF-C yang slgnlflkan dengan prognosa 

burukIS7). Ekspresi yang tinggi akan menlngkatkan angka relaps.(SB) Proses 

IImfanglogenesis tumor dan metastasis ke IImfonodus regional dapat dlsupresi 

dengan penghambatan VEGF-C melalui VEGFR-3 (59) • 

7.4. Hubungan VEGF-C dengan faktor prognostlk lain 

Pada penelltian Kodama dkk (2008) dldapatkan hubungan antara VEGF-C 

dengan eyelln D1 dimana V£GF-C meningkatkan ekspresl mRNA encoding eyelln D1, 

dan placental growth factor. (60) 
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Oleh Riedel dkk(2000) didapatkan hubungan yang signlflkan antara mutasi p53 

dengan ekspresi VEGF pada keganasan sel skuamosa kepala leher dan mendukung 

hipotesis keikutsertaan p53 dalam regulasl anglogenesis,16i} 

Pada penelitian Cicco dkk (2004) didapatkan VEGF-C merupakan faktor yang sangat 

mempengaruhi survival dan metastasis kelenjar getah bening regional dl mana VEGF

C menlngkatkan MVO (mlcrovessel density) Iimfatlk.(S3.62
) 

7.5. Korelasi ekspresl VEGF-C pada tumor lainnya 

Pada keganasan tiroid tlpe papiler, didapatkan hubungan signifikan antara 

ekspresi VfGF-C dengan metastasis Iimfonodus dan ekspresi COX-2 terutama pada 

penderita usia tua,(63) 

Pada keganasan prostat, didapatkan penlngkatan ekspresi VEGF-C yang signiflkan 

berkorelasl dengan metastasis kelenjar getah benlng.I64} 

Pada penelitian Skobe dkk(2001) pada keganasan payudara didapatkan korelasi 

ekspresl VEGF-C dengan peningkatan limfanglogenesis intra tumoral, metastasis ke 

kelenjargetah bening regional dan ke paru.(6S) 

Demikian pula pada karsinoma lambung, didapatkan korelasl penlngkatan ekspresi 

V£GF-C dan derajat keganasan lam bung. Pada ujl coba tersebut oleh Kodama 

dkk(2008) tersebut, progresivitas keganasan lambung distimulasi secara bermakna 

oleh V£GF_c'60J. 

7.6. Peran fiksasi jaringan dan prosedur teknik dalam pemeriksaan Imunohistokimla 

V£GF-C 

Hasll pemerlksaan Imunohlstokimla tldak terlepas darl berbagai faktor yang 
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turut mempengaruhi hasil akhir yaitu proses preparasi jaringan sampai 

pengecatan imunohlstoklmla yang kurang sempurna. Pemeriksaan Imunohistokimia 

adalah salah satu prosedur pemeriksaan histopatologl untuk mendeteksi adanya 

antigen tertentu pada potongan jaringan dengan adanya reaksi antigen-antlbodi 

menggunakan antibodi yang sudah diberi label. 

Preparasl jaringan memegang peranan pentlng dalam pemerlksaan Imunohistokimia 

Ini. Proses preparasi jarlngan meliputl : fiksasi jarlngan, dehidrasi, pembuatan blok 

parafin, pemotongan jaringan dengan mikrotom, deparafinisasl, antigen 

retrieval, dan pengecatan Imunohistoklmla. Kesalahan salah satu darl langkah Inl 

akan memberlkan hasil pemeriksaan yang kurang balk bahkan gagal. 

Morfologl jaringan harus dipertahankan dengan jalan fiksasi jaringan dengan segera 

dan adekuat. Pad a proses flksasi jarlngan maslh banyak faktor yang mempengaruhi 

kualitas dari flksasl ftu, meliputi : pH, suhu, daya tembus cal ran filesasi, volume 

cairan fiksasi, konsentrasi cairan fiksasl dan lamanya proses fiksasl. Fiksasl yang 

tldak adekuat atau terlalu lama akan menurunkan kemampuan antigen dalam 

menglkat antibodi. Fiksasl atau pengawetan jarlngan bertujuan untuk menghentikan 

dengan segera proses biokimia yang terjadi dldaiam sel. Jaringan yang masih segar 

dari spesimen operasl harus segera dimasukkan ke bahan fiksasi karena 

keterlambatan flksasi jarlngan akan menyebabkan dekomposlsl jarlngan sehingga 

merusak morfologi jaringan dan antigen sel. Selaln ltu fiksasl jarlngan juga 

berfungsl untuk menambah aflnltas protoplasma terhadap pewarnaan, dan 

mempertahankan sel dari larutan hipotonls atau hlpertonls.(66) 

Cairan fiksasi yang digunakan di InstalasJ Patologi Anatomi RSU 

Or.Soetomo selama inl adalah larutan formalin buffer yang terdiri atas formaldehid 
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38-40%, air destilata, sodium hidrogen fosfat dan disodium hidrogen fosfat. 

Waktu optimum fiksasi menggunakan formalin tergantung ukuran blok jaringan dan 

jenis jaringan. Fiksasi antara 18 sampal 24 jam cukup optimal untuk 

mempertahankan jaringan. Fiksasi yang terlaJu singkat menyebabkan timbulnya 

perubahan warna dltepl Jaringan dan tidak ada slnyal warna ditengah jarlngan. 

Flksasi yang terlalu lama akan menyebabkan penutupan seluruh epitop antigen 

sehlngga antigen tidak terdeteksi dengan antibodi, walaupun menggunakan tehnlk 

antigen retrieval. 

Perubahan klmia pada antigen yang ada di jarlngan akibat f1ksasi formalin 

dlhllangkan dengan teknik antigen retrieval sehingga antigen dapat terbuka dan 

mempermudah penetrasi antlbodi. Tehnik ini dapat mengembalikan Imunoreaktifltas 

dari antigen jaringan dengan cara hydrollsis cross-link methylene bridge vang 

terbentuk saat fiksasi formalin. Dikenal dengan nama Antigen Retrieval 

Immunohistochemistry (AR-IHC), mempunyai beberapa metode valtu: Heat Induced 

epitope retrieval (HIER), dan Proteolytic Induced epitope retrlevel (PIER ). Metode 

HIER adalah metode pemanasan microwave ( pernanasan suhu tinggi 120°C) atau 

pressure techniques menggunakan pressure cooker dalam calran retrieval ( Tris / EDTA 

atau citrat buffer ). Metode PIER menggunakan enzim proteolitik (proteinase k, 

trypsin, chymotrypsin, pepsin, atau pronase ). Keruglan tehnik PIER ini adalah enzlm 

dapat merusak epitop antigen dan morfologl jaringan, selaln Itu metode ini 

membutuhkan waktu inkubasi dan ketepatan konsentrasi enzlm. Komblnasl tehnlk 

PIER dan HIER dapat digunakan sebagai alternatif bila semua metode antigen retrieval 

gagal mengembalikan imunoreaktifltas antigen. Proses antigen retrieval dllakukan 

selama kurang leblh 20 menlt. Proses vang terlalu singkat akan menghasilkan penge-
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~catan yang lemah, sedangkan blla terlalu lama akan menyebabkan perubahan 

warna non spesifik dari latar belakang potongan jarlngan. Pada penelitlan in! 

dlgunakan tehnik antigen retrieval metode HIER karena relatlf lebih slngkat, dan 

tidak merusak antigen dan morfologi jaringan (66). 

Setelah dllakukan fiksasi, perlu dilakukan dehidrasi. Dehidrasi bertujuan 

membuang air dan menggantinya dengan larutan organik. Dehldrasl dilakukan 

dengan memasukkan jaringan kedalam alkohol dengan beberapa kosentrasi. Alkohol 

bersifat hldrofobik, sehingga dapat menyerap cairan di dalam jaringan tanpa 

merusak struktur jaringan. Proses dehidrasi yang tidak adekuat dapat menyebabkan 

denaturasi protein oleh air, sehingga akan merusak struktur jaringan.(66) 

Blok parafln merupakan salah satu cara pengawetan jarlngan dimana kita dapat 

memperoleh jaringan untuk bahan pemeriksaan histopatologi yang ukurannya lebih 

besar, dapat bertahan lama, antigen yang terkandung dalam jaringan dapat 

dlselamatkan, dan penyimpanannya relatif mudah. Pembuatan blok parafin juga 

bertujuan agar pemotongan jaringan dengan mikrotom menjadl leblh mudah. 

Beberapa antigen tertentu tidak dapat bertahan dengan proses flksasi dan 

pembuatan blok parafin. Dalam hal in! dapat digunakan tehnik potong beku 

(frozen section) untuk pengecatan imunohistokimia. Pemerlksaan potong beku leblh 

baik dalam mempertahankan fungsi enzim dan antigen jaringan dibandingkan 

dengan pembuatan blok parafin. Kerugian dari tehnik potong beku adalah : 

morfolog! jaringan yang kurang balk, resolusi yang buruk pada pembesaran yang 

tlnggl darl mlkroskop, dlbutuhkan penyimpanan yang khusus, tehnik pemotongan 

yang leblh su1it dan leb!h teba! dengan mikrotom karena kristal es tidak terpotong, 

dan keterbatasan preparat untuk dislmpan lebih lama[661 
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Setelah pemotongan jaringan, dilakukan deparafinisasi. Deparafinlsasl 

bertujuan untuk membuang seluruh parafin yang ada pada jaringan. 

Deparafinlsasi yang kurang balk akan menghasilkan pengecatan yang kurang balk. 

Terdapat 2 tehnik pengecatan untuk pemeriksaan imunohistokimia, yaltu 

metode langsung {direct method) dan metode tldak langsung ( indirect method). 

Metode langsung menggunakan satu macam antibodi yang sudah dilakukan 

labelisas; untuk mendeteksi suatu antigen. Proses metode langsung inl tldak 

membutuhkan walrtu yang lama, tetapi tidak sensltif karena hanya memberikan 

sinyal ampllflkasi yang kecil. Saat inl metode langsung sudah banyak dltlnggalkan 

selring dengan dikembangkannya metode tldak langsung. Metode tldak langsung 

adalah tehnik pengecatan imunohistokimia yang menggunakan dua antibodi, yaltu 

antibosi primer dan sekunder. Antibodi primer adalah antlbodi yang tidak 

dllabelisasi, dan akan melekat langsung dengan antigen, sedangkan antlbodi 

sekunder adalah antibodJ yang sudah dilabelisasi dan akan melekat pada antibodl 

primer. Dengan tehnik labelisasl enzlmatik dan pemberian substrat kromogen, akan 

memberikan perubahan warna. Metode tldak langsung Ini lebih sensitif dalam 

mendeteksi antigen karena mempunyai sinyal amplifikasi yang kuat aklbat reaksi 

antigen dengan antibodl. Antlbodl sekunder dapat dllakukan labelisasi menggunakan 

fluorescent dye ( FITe, rhodamin, atau Texas red ), tehnik in! disebut indirect 

Immunofluorescent method. Labellsasl antlbodi sekunder juga bisa dilakukan dengan 

pemberian enzim peroksidase, alkaline phosphate, atau glucose oks/dose sehingga 

dlsebut sebagal tehnik indirect Immunoenzyme method. Pada beberapa jaringan 

terdapat biotin endogen yang dapat menyebabkan timbulnya Ikatan kompleks avidin 

- biotin, sehingga menyebabkan perubahan warna pada latar belakang preparat. 
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Untuk mengatasi hal In! dapat diberikan dual endogenous enzyme block, yang akan 

menutup aktlfitas enzim yang tidak dlperlukan.{661. 

Setelah pengecatan imunohlstokimla Ini dllakukan inkubasi yang memerlukan 

waktu satu malam, Inkubasl ini memberlkan kesempatan seluruh antigen dapat 

berikatan dengan antlbodi. Pemberlan peroksldase ( HZ02 ) bertujuan menekan 

aktivitas peroksidase endogen, dengan demlkian akan mengurangi pewamaan pada 

latar belakangJarlngan.(63
) Kualitas peroksidase yang kurang baik akan menyebabkan 

hasil pewamaan menjadl kurang sempurna. Pemilihan bahan kromogen untuk 

memberlkan perubahan warna harus sesual dengan label enzim yang dipakal. 

Pada penelitian inl dipakai enzlm Horseradish peroksJdase ( HRP) dan substrat 

dfaminobenzldlne ( DAB ), karena bahan in! memberlkan intensitas pewarnaan 

yang balk dan permanen. Kerugian dan bahan kromogen inl adalah adanya 

aktivltas peroksidase endogen menyebabkan hasil pewarnaan menjadi false 

positive. Tehnik pengecatan imunohlstokomia pada penelitian ini menggunakan 

metode tidak langsung, yang lebih baik dalam mengidentifikasl antigen dlbandlngkan 

dengan metode langsung(66
) 

Banyak sekali faktor-faktor yang dapat menyebabkan hasil pengecatan 

!munohistokimia menjadJ kurang sempuma. Oarl pembahasan mengenai proses 

preparasi jarlngan sam pal pengecatan, terlihat bahwa untuk mendapatkan hasil 

pengecatan Imunohlstoklmia yang baik maka diperlukan bahan preparat jaringan 

yang baik, bahan-bahan pengecatan yang balk, standarlsasi kerja, dan tenaga yang 

terampll dan khusus d! bidang ini 
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BAB 8 

KESIMPULAN DAN SARAN 

KESIMPULAN 

• Ekspresi VEGF-C didapatkan pada semua karsinoma sel skuamosa kepala leher yang 

diteliti dengan ekspresi dan intensitas immunostaining yang berbeda-beda sesuai 

dengan derajad diferensiasinya. 

• Terdapat karelasi yang bermakna antara ekspresi VEGF-C dengan grading histopatologi 

pada karsinoma sel skuamosa kepala leher. Semakin jelek derajad dlferensiasl sel, Makin 

kuat ekspresl VEGF-C. 

SARAN 

• Diharapkan adanya penelitian prospektif lebih lanjut mengenal VEGF-C sebagai salah 

satu faktor prognostik karsinoma sel skuamosa kepala leher dengan faktor-faktor lain 

yang mempengaruhl prognostik penderita karsinoma sel skuamosa kepala dan lehef, 

misalnya dengan terjadinya metastasis ke kelenjar getah bening leher dan sebagainya. 

• Dengan dldapatkannya ekspresi VEG-C pad a karsinoma sel skuamosa kepala leher, 

maka dlharapkan dapat mendorong penelitlan-penelitian iebih ianjut tentang 

penggunaan inhibitor VEGF-C sebagal salah satu modalltas terapi pada keganasan inl. 

• Diharapkan adanya penelltlan lebih lanjut tentang ekspresl VEGF-C pada berbagal jenls 

keganasan lainnya sepertl pada keganasan kolorektal, prostat, payudara dan lain-lain. 
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Lamplran 1. Cara pemerlksaan hlstopatologls dengan pengecatan Hematoksilin Eosin cara 

Meyer untuk menentukan grading karsinoma sel skuamosa 

1. Speslmen hasil operasi segera difiksasi dalam larutan bufer formalin (kurang dari 1 jam) 

dan segera dikirim ke laboratorium PA. 

2. Jaringan dipotong untuk dlfiksasl dengan ketebalan O,S~1 cm agar penetrasl fiksatlf 

merata dan sempurna 

3. Proses fiksasl 

• Jaringan dlmasukkan ke dalam cairan fiksatif minimal S~10 kali volume jaringan 

dengan larutan fonnalin netral bufer 10%, dengan komposisi sebagal berlkut: 

• Formaldehid 37-40% 100m I 

• Aquades 

• Natrium Fosfat Monobasik 

• Natrium Fostat dlbaslk (Anhidrous) 

minimal selama 6·36 jam. 

900ml 

4gr 

6,5gr 

• Kernudlan jaringan dltiriskan dengan diletakkan pada kertas merang (tissue) atau 

dlbllas dengan air kran. 

4. Proses dehldrasi, clearing, dan inflltrasi parafin. 

• pengolahan jarlngan yang sudah difiksasi sempurna untuk dibuat blok parafin 

dllakukan secara manual dengan cara memasukkan jarlngan yang telah dlfiksasi 

tersebut ke dalam larutan alkohol 70% selama 30 men it, alkohol 70% selama 30 

menit, alkohol80% selama 30 men It, , alkohol96% selama 30 menit, alkohol96% 

selama 30 men!t, alkohol100% selama 30 men it, alkohol100% selama 30 menit, 

dan alkohol100% solama 30 men It. 

• Kemudlan dilakukan clearing dengan menggunakan xylol 1 selama 30 menlt dan 

xy/o/2 selama 30 men it. 

• Jaringan dlmasukkan ke dalam parafin calr kemudlan dllnkubator/ dimasukkan 

kedalam oven dengan suhu SSoC·S7°C mula I jam 18.00..06.00. 

5. Pembuatan blok parafin (embedded block) 

6. Pemotongan blok parafin dengan mikrotom 3-5 mikron dan ditempelkan pada gelas 

objek. 
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7. Sedlaan dlcelup dalam larutan xylol bak I selama 5 rnenit 

S. Pindahkan dalam larutan xylol bak II selama 5 menit dan ke dalam larutan xylol bak III, 

selama 5 menlt 

9. Masukkan dalam alkohol 96% bak I dan II masing~masing 2 menlt, kemudian ke dalam 

alkoholSO% selama 2 men it 

10. Cud dalam air mengalir selama ± 10 menit 

11. Masukkan dalam larutan meyer hematoksilin selama 15 menlt 

12. Cuci kembali dengan air mengalir selama 20 menit 

13. Dimasukkan bak eosin 1% selama 1 menit 

14. Dimasukkan dalam alkohol SO% selama 2 menit kemudian alkohol 90% bak II dan III 

maslng-masing 2 menit 

15. Terakhlr dlmasukkan dalam xylo/bak I, II, dan III maslng-masing 5 menit 

16. Ditutup dengan cover glass 
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lampiran 2. Tehnik Pengeeatan Imunohistokimla untuk mendeteksi VEG-C dari Sediaan Blok Parafin 

1. Oeparafinikasi sediaan: 

a. Rendam dalam xylene sebanyak 3 kali, masing-masing selama 5 menit 

b. Rendam dalam etanollOO% 2 kali masing·masing selama 10 menit 

e. Rendam dalam etanol95% 2 kali masing-masing selama 10 menit 

d. Rendam dalam etanol70% 2 kali masing-masing selama 10 menit 

2. Cuci sediaan 2 kali dalam air destilata sebanyak 2 kali masing-masing selama 5 menit 

3. Cuei sediaan dalam PBS selama 5 menit 

4. Lakukan pemanasan sediaan dalam 10mM buffer sodium sitrat (pH 6.0) seiama 1 menit 

dengan pemanasan tinggi dan selama 9 menit dengan pemanasan sedans 

5. Cuci sediaan dalam air destilata 3 kali masing-masingselama 5 menit 

6. Inkubasi sediaan dalam hidrogen peroksida 1% selama 10 menlt 

7. Cud sediaan dalam air destllata 3 kali masing-masing selama 5 menit 

8. Cuci sediaan dalam PBS selama 5 menit 

9. Blocking slide densan 50uLSwoine serum (NSSlselama 1 jam pada suhu kamar 

10. Unblocking dengan 50 ul cairan antlbodi primer, inkubasi semalaman pada 4°C 

11. Cud sediaan dalam PBS sebanyak 3 kall masing-maslng 5 menit 

12. Tambahkan50 uLantibodi sekunder labeled Polymer-Hrp, inkubasi selama 30 menit dalam 

suhu kamar 

13. Cuci sediaan dengan PBS sebanyak 3 kali masing-masing 5 menit 

14. Tambahkan 50 uL reagen DAB ke setiap sediaan, awasi perubahan warna secara ketat 

15. Begitu warna menjadi coklat, segera rendam dalam air destilata 

16. Oilakukan counterstain dengan hematoksllin selama 5 menit 

17. Cud slide dalam air destilata sebanyak 2 kall masing-maslng 5 menit 
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18. Dehidrasi slide: 

a. Dalam etanol9S% sebanyak 2 kali masing·masing selama 10 detik 

b. Dalam etanollOO% sebanyak 2 kali masing·masing selama 10 detik 

c. Dalam xylene, sebanyak 2 kali masing·masing selama 10 detik 

19. Dilakukan mounting dengan entelan. 

20. Ekspresi VEG·Ctampak sebagai warna merah di daerah sitoplasma set. 

21. Sediaan diinterprestasi oleh seorang senior ahli imunohistokimia 

22. Dilakukan pemeriksaan sebanyak 5 lapansan pandans densan pembesaran 200x dan 

dihitung secara semi kwantitatif berapa persen jumlah inti sel yang menunjukkan 

ekspresl VEGF-C pada setiap lapangan pandang. 
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Lampiran 3. 

PENEUTIAN IMUNOHISTOKIMIA VEGF-C SKUAMOSA SEL KARSINOMA KEPALA LEHER 

Dr Fendy Matulatan 

No DMK 
1 10831880 
2 615252 
3 10810654 
4 10798047 
5 10767729 
6 10759663 
7 10850838 
8 10830082 
9 10809205 
10 10841939 
11 10755889 
12 10734394 
13 10633437 
14 10687657 
15 10590377 
16 10608514 
17 10815025 
18 10835104 
19 10827005 
20 10809862 
21 
22 10786664 
23 10729460 
24 10748595 
25 10805058 
26 10837962 
27 10844122 
28 10833506 
29 10836168 
30 10848648 
31 10834422 
32 10860527 

Kriterla: 
0: neg 

+1: <10% 

No.PA 
T.2510/08 
T.2286/08 
T.1922/08 
T.1064/08 
T.455/08 
T.S364/07 
T.480/08 
T.4109/08 
T.1466/0 
T.3677/08 
T.306/08 
T.3808/07 
T.2992/07 
T.947/07 
T.2227/06 
T.2748/06 
T.1613/08 
T.4465/08 
T.2255/08 
T.1200/08 
T.777/08 
T.689/08 
T.6335/07 
T.4954/07 
T.1803/08 
T.3134/08 
T.3604/08 
T.2644/08 
T.2827/08 
T.3733/08 
T.3450/08 
T.4872/08 

+2: >10%- <50% 
+3: <SO% 

No.SLIDE 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
31 
32 
33 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
34 
7 
9 
11 
13 
14 
15 
16 
17 
25 
26 
27 
28 
29 
30 
35 

IMHK GRADING TGL KETERANGAN 
25% WELL 07//2008 +2 Foto 
5% WELL 24/4/2008 +1 
7% WELL 07/4/2008 +1 
10% WELL 22/2/2008 +1 
10% WELL 24/1/2008 +1 Foto 
10% WELL 13/9/2007 +1 
10% WELL 28/8/2008 +1 Foto 
5% WELL 24/7/2008 +1 
20% WELL 13/3/2008 +2 Foto 
15% MODRT 01/7/2008 +2 
15-20% MODRT 17/1/2008 +2 
20% MODRT 03/7/2007 +2 
20% MODRT 28/5/2007 +2 
10.15% MODRT 28/4/2008 +2 
10.15% MODRT 28/4/2006 +2 
10.15% MODRT 29/5/2006 +2 
10% MODRT 24/3/2008 +2 
10.15% MODRT 13/8/2008 +2 
25% POORLY 23/4/2008 +2 
20.25% POORLY 28/2/2008 +2 
30-40% POORLY 11/2/2008 +2 Foto 
25-30% POORLY 04/2/2008 +2 
30-40% POORLY 8/11/2007 +2 Foto 
30% POORLY 27/8/2007 +2 
30% POORLY 01/4/2008 +2 
>50% UNDIFF 26/6/2008 +3 Foto 
25% UNDIFF 26/6/2008 +2 
>50% UNDIFF 12/5/2008 +3 Foto 
5% UNDIFF 21/5/2008 +1 
SO% UNDIFF 03/7/2008 +3 
SO% UNDIFF 18/6/2008 +3 
SO% UNDIFF 09/1/2008 +3 Foto 

Surabaya,25 November 2008 

Hormat kami, 

Prof.Dr. Jullati Hood A.,dr.,MS,SpPA(K),FIAC 
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Lampiran 4. Sam pel Penelitian Korelasi Ekspresi VEGF-C dengan Grading Histopatologi Karsinoma Sel Skuamosa Kepala dan Leher 

Umur 
i?emeriksaan lmunohistokimia VEGF-c 

No Nama Gender 
(thn) 

No.DMK No.PA Diagnosis Grading 

(%) SKOR 

1 Toya BToha Laki-laki 60 10831880 T.2510/08 Ca Bukal Well Diff. 25 +2 

2 Purnomo Laki-laki 68 615252 T.2286/08 Ca Laring Well Diff. 5 +I 

3 Rasimin Laki-laki 46 ~0810654 T.1922/08 Ca lidah Well Diff. 7 +I 

4 Wasisto Laki-laki 55 ~0798047 T.1064/08 Ca Lidah ~ell Diff. IO +I 

5 Giri Setyo Y Laki-laki 50 10767729 T.455/08 Ca Laring Well Diff. 10 +I 

6 Rebani Laki-laki 75 ~0759663 T.5364/07 Ca Laring Well Diff. 10 +1 

7 Satip Laki-laki 60 ~0850838 T.4801/08 Ca Laring Well Diff 10 +I 

8 Mukni Laki-laki 44 10830082 T.4109/08 Ca Laring Well Diff. 5 +I 

9 Rupiah, ny Wan ita 37 ~0809205 T.1466/08 Ca Lidah Well Diff. 20 +2 

10 Sukarman Laki-laki 55 ~0841939 T.36n/08 Ca Palatum Moderately Diff. 15 +2 
11 Karsodin Laki-laki 83 10755889 T.306/08 Ca Laring Moderately Diff. 15-20 +2 

12 Saman, ny Wan ita 72 10734394 T.3808/07 Ca Maksila Moderately Diff. 20 +2 

13 lskandi Laki-laki 57 ~0633437 T.2992/07 Ca Labial Moderately Diff. 20 +2 

14 Moh Kahfi Laki-laki 54 10687657 T.947/07 Ca Laring Moderately Diff. 10-15 +2 

15 Abdul Maad Ah Laki-laki 67 10590377 T.2227/06 CaSino Nasal Moderately Diff. I0-15 +2 

16 Sukeni Laki-laki 57 10608514 T.2748/06 Ca Lidah Moderately Diff. 10-15 +2 

17 Suratman Laki-laki 86 10815025 T.1613/08 Ca Laring Moderately Diff. IO +2 

18 Yosep Mogo Laki-laki 37 10835104 T.4465/08 Ca Lidah Poorly Diff. 10-15 +2 

19 Ruminingsih, ny Wan ita 45 10827005 T.2255/08 Ca Sino Nasal Poorly Diff. 25 +2 

20 Moh Moestadi Laki-laki 52 10809862 T.1200/08 Ca Laring Poorly Diff. 20-25 +2 

21 Sujiman Laki-laki 35 - T.777/08 Ca Nasofaring Poorly Diff. 30-40 +2 

22 Supa ryati, ny Wan ita 60 10786664 T.689/08 Ca Maksila Poorly Diff. 25-30 +2 

23 Srimu lyaningsih,ny Wan ita 42 10729460 T.6335/07 CaSino Nasal Poorly Diff. 30-40 +2 

24 Aripah,ny Wan ita 47 10748595 T.4954/07 Ca Maksila Poorly Diff. 30 +2 
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lanjutan Sam pel Penelitian Korelasi Ekspresi VEGF-C dengan Grading Histopatologi Karsinoma Sel Skuamosa Kepala dan Leher 

Pemeriksaan lmunohistokimia VEGF-C 
Umur 

No Nama Gender 
(thn) 

No.OMK No.PA Diagnosis Grading 

(%) ~KOR 

25 Adrls Laki-laki 64 10805058 T.1803/08 Ca laring Poorly Diff. 30 +2 

26 Masria,ny Wan ita 45 10837962 T.3134/08 Ca Nasofaring Undiffentiated. >50 +3 

27 Rismayanti,ny Wan ita 35 10844122 T.3604/08 Ca Nasofaring Undiffentiated. 25 +1 

28 Slamet Laki-lakl 48 10833506 T.2644/08 Ca Nasofaring Undiffentiated. >50 +3 

~9 Juma'adin Laki-laki 36 10836168 T.2827/08 Ca Nasofaring Undiffentiated. 5 +1 

~0 Jarnak Laki-laki 39 10848648 T.3733/08 Ca Nasofa ring Undiffentiated. 50 +2 

~1 .. intang Nirmala Wan ita 3 10834422 T.3450/08 Ca Nasofaring Undiffentiated. 50 +2 

~2 Moch Yuro Laki-laki 60 10860527 T.4872/08 Ca Nasofaring Undiffentiated. 50 +2 

Keterangan· 

Ekspresi ini digolongkan menjadi 4 bagian yaitu 

0: Bila pengecatan terhadap VEGF-C tidak tampak atau 0% dari 5 lapangan pandang yang dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x. 

1 +: Bila pengecatan terhadap VEGF-C tampak (posltip), dengan presentase rata-rata area yang positip kurang dari 10% dari 5 lapangan pandang yang dilakukan 

secara acak dengan pembesaran 200x 
• 2+ :Bila pengecatan terhadap VEGF-C tampak (positip), dengan presentase rata-rata area yang positip antara 10%-50% dari 5 lapangan pandang yang 

dilakukan secara acak dengan pembesaran 200x 
• 3+ : Bila pengecatan terhadap VEGF-C tampak (positlp), dengan presentase rata-rata area yang positip lebih dari 50% pada 5 lapangan pandang yang dilakukan 

secara acak dengan pembesaran 200x 
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Lampiran 5. Hasil Analisis Statistik 

SEX 

Cumulative 
Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid Laki-laki 23 71.9 71.9 71.9 
Perempuan 9 28.1 28.1 100.0 
Total 32 100.0 100.0 

PA 

Cumulative 
FreQuency Percent Valid Percent 

~alid Ca Laring 10 31.3 31.3 13.3 
Ca Nasofaring 8 25.0 25.0 56.3 
Ca Lidah 5 15.6 15.6 71.9 
Ca Maksila 3 9.4 9.4 81.3 
Ca Nasal 3 9.4 9.4 90.7 
Ca Bukal 1 3.1 3.1 93.8 
Ca Labial 1 3.1 3.1 96.9 
Ca Palatum 1 3.1 3.1 100.0 

Total 32 100.0 100.0 

Grading 

Cumulative 
Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid Well-diff 14 46.7 46.7 46.7 
Moderatelly dlff 7 23.3 23.3 70.0 
poorly/u ndiff 9 30.0 30.0 100.0 
Total 30 100.0 100.0 
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PA • Grading Crosstabulatlon 

Grading 

Well Moderate Poorly Undlfferen 
Total CJifferentiated differentiated Differentiated tiated 

PA Ca Lartng Count 5 3 2 c 10 

%within PA so.~ 30.0% 20.0% 0.0'* 100.0% 

Ca Nasofartng Count 0 0 1 i 8 
%within PA 0.0% 0.0~ 12.596 87.5CM 100.0% 

Ca Udah Count 3 1 1 c 5 

%within PA 60.0% 20.0% 20.0% O.O'M 100.0% 

Ca Maksila Count 0 1 2 c 3 

%within PA 0.0% 33.3% 66.6% 0.0'* 100.0% 

Ca Nasal Count 0 1 2 0 3 

%within PA 0.0% 33.3% 66.6% 0.0% 100.0% 

Ca Bukal Count l (J (J c 1 
%within PA 100.0C)E 0.0% 0.0% O.O'M 100.0% 

Calabial Count 0 1 0 O.OOE 1 

%within PA 0.0~ 100.0% 0.0~ 100.0% 

Ca Palatum Count 0 1 0 0 l 

%within PA 0.0% 100.00E 0.0% 0.0% 100.0% 

Total Count 9 a 8 i 32 
%within PA 28.1C)E 25.0% 25.0C)E 21.9C)E 100.0C)E 

SEX • Grading Crosstabulation 

Graatng 

Well Moderatelly Poorly Undifferen 

differentiated ~ifferentlated tiated Total 
SEX Laki-laki Count 8 7 4 4 23 

%within SEX 34.8% 30.4% 17.4% 17.4% 100.0% 

Perempuan Count 1 1 4 3 9 
%within SEX 11.1% 11.1% 44.4% 33.3% 100.0% 

Total Count 9 8 8 7 32 
%within SEX 28.1% 25.0% 25.0% 21.9% 100.0% 
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Statistics 

Grading 

Kelamin Recodeumur Diagnosis Hlstopatologis Skor 

N Valid 32 32 32 32 32 

Missing 0 0 0 0 0 

Mean 1.28 5.7188 4.56 2.41 1.84 

Median 1.00 6.0000 3.50 2.00 2.00 

Std. Deviation .457 1.57058 2.577 1.132 .574 

Minimum 1 1.00 1 1 1 

Maximum 2 8.00 8 4 3 

Frequency Table 

Cumulative 

Frequency Percent Valid Percent Percent 

!Valid Laki-Lakl 23 71.9 71.9 71.9 

Perempuan 9 28.1 28.1 100.0 

Total 32 100.0 100.0 
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Recodeumur 

Cumulative 

Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid 0-9 1 3.1 3.1 3.1 

30-39 6 18.8 18.8 21.9 

40-49 7 21.9 21.9 43.8 

50.59 7 21.9 21.9 65.6 

60.69 7 21.9 21.9 87.5 

>70 4 12.5 12.5 100.0 

Total 32 100.0 100.0 

Diagnosis 

Cumulative 

Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid Ca Bukal 1 3.1 3.1 3.1 

Ca Lartng 10 31.3 31.3 34.4 

Ca lidah 5 15.6 15.6 50.0 

Ca Palatum 1 3.1 3.1 53.1 

Ca maksila 3 9.4 9.4 62.5 

Ca labial 1 3.1 3.1 65.6 

Ca Nasal 3 9.4 9.4 75.0 

Ca nasofarlng 8 25.0 25.0 100.0 

Total 32 100.0 100.0 
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Grading Histopatologis 

Cumulative 

Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid Well Diff 9 28.1 28.1 28.1 

Moderately Dlff 8 25.0 25.0 53.1 

Poorly Dlff 8 25.0 25.0 78.1 

Undiff 7 21.9 21.9 100.0 

Total 32 100.0 100.0 

Skor 

Cumulative 

Frequency Percent Valid Percent Percent 

Valid 1 8 25.0 25.0 25.0 

2 21 65.6 65.6 90.6 

3 3 9.4 9.4 100.0 

Total 32 100.0 100.0 

· Descriptive Statistics 

N Minimum Maximum Mean Std. Deviation 

Umur 32 3 86 52.31 16.257 

~alid N (llstwise) 32 
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VEGF-C Polyclonal Antibody 

CATALOG#: 5633-100 

AMOUNT: 100 ~1g ' 
LOT#: 

HOST: Goat 

IMMUNOGEN: Recombinant human VEGF-C 

FORMULATION: 

100 flg (0.5 mg/ml) antigen affinity purified goat polyclonal antibody in phosphate-buffered 

saline (PBS) containing 50% glycerol, 1% BSA, and 0.02% thimerosal. 

SPECIES REACTIVITY: human 

STORAGE CONDITIONS: 

Store at -20°C. For long term storage, aliquot and freeze at -70°C. Avoid repeated 

freeze/defrost cycles. 

SPECIFICITY: 

The antibody recognizes human VEGF-C. Reactivity to other species has not been tested. 

APPLICATION: 

The antibody can be used in Western blotting (0.5-1 flg/ml) and immunohistochemistry with 

both frozen and paraffin sections (15-25 flg/ml). However, the optimal concentrations should be 

determined individually. 

USAGE: For Research Use Only. Not to be used in human. 

BioVision Research Products 
oon 1 ln~!!l Viet~ AvAnua_ Mountain View. CA 94043 USA 

RELATED PRODUCTS: ·· 

Apoptosis Detection Kits & Reagents 

• Annexln V Kits & Bulk Reagents 
• Caspase Assay Kits & Reagents 

Mitochondrial Apoptosis Kits & Reagents 
Nuclear Apoptosis Kits & Reagents 
Apoptosis Inducers and Set 
Apoptosis siRNA Vectors 

Cell Fractionation System 

MitochondtiaLCytosol Fractionation Kit 
• Nuclear/Cytosol Fractionation Kit 

Membrane Protein Extraction Kit 

Cytosol/Particulate Rapid Separation Kit 
• Mammalian Cell Extraction Kit 

FractionPREP Fractionation System 
Cell Proliferation & Senescence 

Quick Cell Proliferation Assay Kit 
Senescence Detection Kit 
High Throughput Apoptosis/Cell Viability Assay Kits 
LDH-Cytotoxicity Assay Kit 
Bioluminescen:;e Cytotoxicity Assay Kit 
Live/Dead Cell Staining Kit 

Cell Damaye & Repair 
• HDAC Fluorometric & Colorimefric Assays & Drug Discovery Kits 
• HAT Colorimetric Assay Kit & Reagents 

• DNA Damage Quantification Kit . 
• Glutathione & Nitric Oxide Fluorometric & Colorimetric Assay Kits 

Signal Transduction 

cAMP & cGMP Assay Kits 
• Akt & JNK Acti'.ity Assay Kits 

Beta-Secretase Activity Assay Kit 
Adipocyte & Lipid Transfer 

Recombinant Adiponectin, Survivin, & Leptin 

• CETP Activity Assay & Drug Discovery Kits 
• PL TP Activity Assay & Drug Discovery Kits 

• Total Cholesterol Quantification Kit 
Molecular Biology & Reporter Assays 

• siRNA Vectors 
Cloning Insert Quick Screening Kit 

• Mitochondrial & Genomic DNA Isolation Kits 
• 5 Minutes DNA Ligation Kit 
• 20 Minutes Gel Staining/Destaining Kit 
• p-Galactosidas& Staining Kit & Luciferase Reporter Assay Kit 

Growth Factors and Cytokines 

Monoclonal and Polyclonal Antibodies 

Tel: 650-428.0236 • Fax: 650-428.0336 • www.biovision.com 
Email: tech@biovision.com 
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