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ABSTRAK

Latar belakang

Tumor budding telah diketahui merupakan salah satu parameter yang mempengaruhi prognosis karsinoma
kolorektal. Tumor budding adalah sel tunggal atau kelompok kecil (sampai 5) sel tidak berdiferensiasi pada tepi
invasi karsinoma. Penilaian tumor budding pada sediaan pulasan hematoksilin eosin (HE) atau pada sediaan
dengan imunohistokimia pan-sitokeratin masih kontroversi. Penelitian ini bertujuan untuk membuktikan densitas
tumor budding adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik pada pulasan H-E dibandingkan dengan pulasan
pan-sitokeratin.

Metode

Penelitian ini menggunakan rancangan studi cross-sectional analitik yang dilakukan pada 43 kasus
adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik. Densitas tumor budding dihitung pada pulasan H-E dan pulasan
pan-sitokeratin menggunakan metode 10 lapang pandang besar dengan pembesaran 400x (luas area 0,65
mm?) kemudian diklasifikasikan menjadi high grade apabila ditemukan >100 tumor budding per 10 lapang
pandang besar dan low grade apabila ditemukan <100 tumor budding per 10 lapang pandang besar. Uji x* (uiji
McNemar) digunakan untuk menilai perbedaan proporsi antara densitas tumor budding pada pulasan HE
dengan pulasan pan-sitokeratin.

Hasil

Evaluasi densitas tumor budding pada pulasan HE menunjukkan 20 kasus high grade dan 23 kasus low grade.
Evaluasi densitas tumor budding pada pulasan pan-sitokeratin menunjukkan 21 kasus high grade dan 22 kasus
low grade. Analisis uji x* (uji McNemar) menunjukkan evaluasi kategori grade tumor budding adenokarsinoma
kolorektal tipe tidak spesifik pada pulasan HE tidak berbeda dengan pulasan pan-sitokeratin (p=1,000).
Kesimpulan

Penentuan densitas tumor budding pada kasus adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik pulasan HE tidak
berbeda dengan pulasan pan-sitokeratin.

Kata kunci: adenokarsinoma kolorektal, HE, pan-sitokeratin, tipe tidak spesifik, tumor budding.

ABSTRACT

Background

Tumor budding known as one of the parameters that influence the prognosis of colorectal carcinoma. Tumor
budding is single cell or small groups up to five undifferentiated cells at the edge of the invasion of carcinoma.
Assesment of tumor budding in hematoxyllin-eosin (HE) staining-slides orin pan-cytokeratin staining-slides is
still controversy. This study aims to prove the density of tumor budding in colorectal adenocarcinoma not
otherwise specified on HE staining compared with pan-cytokeratin staining.

Methods

This study design was cross-sectional analytic study carried out in 43 cases of colorectal adenocarcinoma not
otherwise specified. The density of tumor budding evaluated on HE staining-slides and pan-cytokeratin staining-
slides using 10 high-power field under 400x magnification (area of 0.65 mm?) and classified into high grade if
(>100 tumor budding) and low grade (100 tumor budding). X? test (McNemar) was used to assess differences
between tumor budding grade evaluation on HE staining-slides and pan-cytokeratin staining-slides.

Results

Evaluation of the density of tumor budding on HE staining-slides showed 20 cases with high grade and 23
cases of low grade tumor budding. Evaluation of the density of tumor budding on pan-cytokeratin staining-slides
showed 21 cases with high grade and 22 cases of low grade tumor budding. The results of x* (McNemar) test
showedevaluation on HE staining-slides is not different with pan-cytokeratin staining-slides for determination of
density of tumor budding in colorectal adenocarcinoma not otherwise specified (p=1.000).

Conclusion

Density of tumor budding determination in colorectal adenocarcinoma not otherwise specified with HE staining-
slides is not different with pan-cytokeratin staining-slides.

Key words: adenocarcinoma not otherwise specified, colorectal, HE, pan-cytokeratin, tumor budding.
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PENDAHULUAN

Karsinoma kolorektal merupakan salah satu
kanker yang sering ditemukan di dunia. Perja-
lanannya melibatkan berbagai faktor prognosis
sehingga tumor dengan gambaran Kliniko-
patologi yang berbeda akan memberikan hasil
pengobatan yang berbeda. Meskipun terdapat
berbagai macam pilihan pengobatan, penatalak-
sanaan karsinoma kolorektal masih merupakan
proses kompleks.

Saat ini untuk menentukan pilihan peng-
obatan dan memperkirakan prognosis karsino-
ma kolorektal, sistem tumor node metastasis
(TNM) dianggap paling mencukupi. Sistem ini
melaporkan sejauh mana penyebaran tumor (T),
status kelenjar getah bening (N), dan metastasis
(M). Sejumlah besar sel-sel tumor mempunyai
perangai buruk meskipun dikategorikan sebagai
risiko rendah berdasarkan sistem TNM. Ber-
dasarkan hal tersebut masih diperlukan pene-
litian tambahan untuk identifikasi faktor patologi,
molekular, dan faktor yang mempengaruhi peng-
obatan karsinoma kolorektal." Berdasarkan
penelitian-penelitian tentang faktor-faktor patolo-
gi karsinoma kolorektal, saat ini diketahui status
kelenjar getah bening, invasi limfovaskuler dan
perineural, tepi reseksi, subtipe histologi karsi-
noma kolorektal, pola invasi tumor, serta tumor
budding mempengaruhi prognosis karsinoma
kolorektal.”*

Tumor budding adalah adanya sel
tunggal atau kelompok kecil (sampai 5) sel yang
tidak berdiferensiasi pada tepi invasi karsinoma
kolorektal.” Biologi tumor budding belum dipa-
hami dengan jelas. Teori yang berlaku saat ini
menyatakan tumor budding merupakan bagian
dari epithelial mesenchymal transition (EMT).
EMT merupakan dinamika multitahap dinamis
sel di mana sel epitelial kehilangan adesi antar
sel dan memiliki kemampuan migrasi serta
invasi yang merupakan karakteristik sel mesen-
kimal. EMT dan proses sebaliknya yang disebut
mesenchymal epithelial transition (MET) meru-
pakan proses fisiologis yang memegang pera-
nan penting selama perkembangan embrio,
penyembuhan luka, dan perbaikan jaringan.
Aktivasi EMT juga diketahui berperan pada
metastasis kanker.®’ Apabila dilakukan pemerik-
saan dengan teliti sebagian besar karsinoma
kolorektal ~menunjukkan berbagai derajat
budding yang memungkinkan membuat sistem
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penilaian tumor budding dihubungkan dengan
prognosis pasien.®

Pulasan hematoksilin-eosin (HE) meru-
pakan pulasan yang rutin dikerjakan dalam
pemeriksaan histopatologi bahan operasi terma-
suk untuk menegakkan diagnosis karsinoma
kolorektal. Tumor budding dapat dinilai pada
sediaan dengan pulasan HE maupun pulasan
imunohistokimia (IHK) pan-sitokeratin tetapi
masih terdapat kontroversi. Beberapa ahli
patologi menyatakan deteksi tumor budding
cukup dengan pemeriksaan HE karena pan-
sitokeratin tidak praktis untuk diagnosis sehari-
hari dan memerlukan biaya tambahan." Ahli
patologi lainnya menyatakan pulasan pan-
sitokeratin akan meningkatkan deteksi tumor
budding tetapi tidak meningkatkan nilai progno-
sis.” Pada kondisi tertentu tumor budding sulit
dinilai pada pulasan H-E karena adanya sel
inflamasi padat, stroma fibroblas reaktif, atau
kelenjar yang pecah sehingga diperlukan pulas-
an pan-sitokeratin untuk membantu deteksi
tumor budding yang secara bermakna mengu-
rangi variabilitas interobserver.®Tumor budding
seringkali sudah kita observasi dalam diagnostik
histopatologi rutin karsinoma kolorektal dengan
pulasan HE tetapi tidak dilaporkan, termasuk di
Laboratorium Patologi Anatomik Rumah Sakit
Umum Pusat Sanglah, Denpasar.

Tujuan penelitian ini untuk membuktikan
bahwa evaluasi densitas tumor budding pada
adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik
pada pulasan HE dibandingkan dengan evaluasi
pada pulasan pan-sitokeratin.

METODE

Penelitian ini menggunakan rancangan studi
cross-sectional analitik. Penelitian dilakukan di
Laboratorium  Patologi Anatomik Fakultas
Kedokteran Universitas Udayana/Rumah Sakit
Umum Pusat Sanglah Denpasar. Waktu
penelitian ditetapkan 31 Agustus 2016 sampai
31 Oktober 2016. Sampel penelitian adalah
semua sediaan blok parafin dari bahan operasi
adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik
yang telah dilakukan pemeriksaan histopatologi
di Laboratorium Patologi Anatomik Fakultas
Kedokteran Universitas Udayana/Rumah Sakit
Umum Pusat Sanglah Denpasar yang meme-
nuhi kriteria inklusi dan eksklusi sejak 1 Januari
2012 sampai 30 Juni 2016. Kriteria inklusi
sampel adalah sediaan blok parafin dari bahan
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operasi karsinoma kolorektal dengan diagnosis
adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik,
blok parafin dalam kondisi baik, blok parafin
masih mengandung jaringan yang cukup untuk
dilakukan evaluasi ulang, dan blok parafin
mengandung massa tumor yang menunjukkan
kedalaman invasi terdalam dinilai dengan
menggunakan mikroskop cahaya binokuler merk
Olympus CX22 LED pada pulasan HE. Kriteria
eksklusi adalah blok parafin yang rusak dan
berjamur, kasus adenokarsinoma kolorektal tipe
tidak spesifik yang telah mendapatkan terapi
tambahan berupa kemoterapi maupun radio-
terapi, dan kasus adenokarsinoma kolorektal
tipe tidak spesifik dengan inflamasi peritumoral
padat. Sampel dihitung menggunakan rumus
Lemeshow tahun 1997 didapatkan 43 sampel
yang dipilih dengan cara simple random sam-
pling. Variabel dalam penelitian ini terdiri dari 2
variabel yaitu variable prediktif adalah pulasan
HE dan pulasan pan-sitokeratin, serta variable
outcome adalah densitas tumor budding.

Adenokarsinoma kolorektal tipe tidak
spesifik adalah adenokarsinoma kolorektal yang
tidak memenuhi kriteria varian spesifik ditandai
gambaran mikroskopik (1) kelenjar yang domi-
nan dengan sedikit stroma (2) arsitektur kelenjar
dengan pola back to back, cribriform, proliferasi
kelenjar berukuran kecil yang ireguler (3) sel
tumor berbentuk kolumnar tinggi dan berubah
menjadi lebih kuboid pada diferensiasi buruk (4)
bisa disertai gambaran nekrosis kotor pada
lumen kelenjar dan reaksi desmoplastik pada
stroma di sekitar sel tumor.*

Pulasan HE adalah pulasan histopato-
logi rutin yang menggunakan Mayer’s hematok-
silin sebagai cat utama dan eosin sebagai
counter stain. Pulasan ini dikerjakan di Labo-
ratorium Patologi Anatomik Fakultas Kedokteran
Universitas Udayana/Rumah Sakit Umum Pusat
Sanglah Denpasar. Pulasan pan-sitokeratin
adalah pulasan IHK dengan menggunakan
mouse monoclonal antibody cocktail clone
AE1/AE3 (Dako, Amerika Serikat) dengan
pengenceran 1:100 dan menggunakan metode
avidin-biotin complex (ABC). Kontrol positif
diambil dari jaringan adenokarsinoma kolorektal
tipe tidak spesifik. Sel yang dinyatakan terpulas
positif adalah sel yang terpulas cokelat pada
sitoplasmanya.

Densitas tumor budding dihitung meng-
gunakan metode 10 lapang pandang besar
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dibawah pembesaran 400x (luas area 0,65 mm?)
menggunakan  mikroskop  binokuler  merk
Olympus CX22 LED oleh dua ahli patologi (MK
dan MSD). Densitas tumor budding ini dinilai
pada sediaan pulasan H-E dan pulasan pan-
sitokeratin dengan kriteria yang sama vyaitu
tumor budding high grade apabila ditemukan
>100 tumor budding per 10 lapang pandan%
besar dengan memakai skala luas 0,65 mm
dan tumor buddinglow grade apabila ditemukan
<100 tumor budding per 10 lapang pandang
besar dengan memakai skala luas 0,65 mm~©.
Tumor budding didefinisikan adanya sel tunggal
atau kelompok kecil (sampai 5) sel yang tidak
berdiferensiasi pada tepi invasi karsinoma kolo-
rektal.’

Data diolah dengan menggunakan
program Statistical Package for the Social
Sciences 20.0 (SPSS) for Windows dengan
langkah-langkah sebagai berikut: (1) dilakukan
analisis deskriptif yang meliputi karakteristik
sampel penelitian; (2) perbedaan proporsi
antara evaluasi pada pulasan HE dan pulasan
pan-sitokeratin untuk penentuan densitas tumor
budding pada adenokarsinoma kolorektal tipe
tidak spesifik dengan menggunakan uji x* untuk
kelompok berpasangan(uji McNemar); (3) nilai
batas kemaknaan (a) ditentukan pada proba-
bilitas (p)=0,05.

HASIL

Data sampel penelitian menunjukkan rentang
umur 28 tahun sampai 83 tahun dengan rerata
umur 58,4 tahun. Berdasarkan jenis kelamin
ditemukan 24 kasus pada lelaki dan 19 kasus
pada perempuan. Berdasarkan lokasi sebagian
besar tumor ditemukan pada kolon Kkiri dan
rektum dengan masing-masing 15 kasus diikuti
pada kolon kanan sebanyak 13 kasus. Hasil
reevaluasi derajat differensiasi tumor menunjuk-
kan 38 kasus termasuk kategori moderately
differentiated, 3 kasus termasuk kategori well
differentiated, dan 2 termasuk kategori poorly
differentiated. Pada penelitian ini tumor seba-
gian besar ditemukan menginvasi subserosa
atau ke dalam jaringan perikolika atau perirektal
non-peritonealisasi (T3) sebanyak 31 kasus.
Karakteristik sampel penelitian dapat dilihat
pada Tabel 1.
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Tabel 1. Karakteristik sampel penelitian.

Karakteristik g#:::%h (%)
Jenis kelamin
Laki-laki 24 55,8
Perempuan 19 44,4
Lokasi
Kolon kanan 13 30,2
Kolon kiri 15 34,9
Rektum 15 34,9
Derajat differensiasi
Well differentiated 3 7
Moderately differentiated 38 88,3
Poorly differentiated 2 4,7
Kedalaman Invasi
T1 0 0
T2 4 9,3
T3 31 72,1
T4 8 8,6

Evaluasi densitas tumor budding pada
pulasan HE menunjukkan 20 kasus dengan high
grade tumor budding dan 23 kasus dengan low
grade tumor budding. Sedangkan pada pulasan
pan-sitokeratin menunjukkan 21 kasus dengan
high grade tumor budding dan 22 kasus dengan
low grade tumor budding. Untuk mengetahui
adanya perbedaan antara evaluasi densitas
tumor budding adenokarsinoma tipe tidak
spesifik pada pulasan HE dan pulasan pan-
sitokeratin dilakukan uji x? untuk kelompok
berpasangan (uji McNemar) yang disajikan pada
Tabel 2.

Tabel 2. Densitas tumor budding adenokarsinoma
kolorektal tipe tidak spesifik pada pulasan H-E dan
pulasan pan-sitokeratin.

Pulasan Pan-sitokeratin

Variabel High grade Low grade Total

Pulasan H-E
High grade 19 (44,2%) 1(2,3%) 20 (46,5%)
Low grade 2 (4,7%) 21 (48,8%) 23 (53,5%)
Total 21 (47,9%) 22 (51,8%) 43 (100%)
uji X* (uji McNemar): p=1,000

Analisis statistik dengan uji McNemar
menunjukkan kategori grade tumor budding
adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik
yang didiagnosis pada pulasan HE tidak ber-
beda dengan pulasan pan-sitokeratin (p=1,000).
Hal ini menunjukkan densitas tumor budding
adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik
pada pulasan HE secara statistiktidak berbeda
dengan pulasan pan-sitokeratin.
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Gambar 1 ngh gradetumor buddlng (pembesaran
400x, luas area 0,65 mm) A. Pulasan HE; B.
Pulasan pan-sitokeratin.

Gambar 2 Low grade tumor buddlng (pembesaran
x400, luas area 0,65 mm) A. Pulasan HE; B.
Pulasan pan-sitokeratin.

DISKUSI

Tumor budding adalah adanya sel tunggal atau
kelompok kecil (sampai 5) sel yang tidak
berdiferensiasi pada tepi invasif karsinoma
kolorektal.’Selain pada karsinoma kolorektal,
tumor budding juga telah dipelajari pada karsi-
noma pankreas, payudara, kepala leher, dan
paru. Saat ini tumor budding telah diketahui
merupakan faktor progn03|s tambahan pada
pasien karsinoma kolorektal.> Tumor budding
dapat dihitung pada pulasan HE maupun
pulasan pan-sitokeratin. Selain pulasan untuk
pemeriksaan tumor budding bervariasi, metode
dalam menghitung tumor budding juga ber-
variasi. Metode yang digunakan diantaranya
adalah metode dari Hase, Nakamura, Ueno,
metode satu lapang pandang besar dan metode
rerata dari 10 lapang pandang besar.®°Pulasan
HE merupakan pulasan yang rutin dikerjakan
dalam pemeriksaan histopatologi bahan operasi
termasuk untuk menegakkan diagnosis karsino-
ma kolorektal. Beberapa ahli patologi menyata-
kan deteksi tumor budding cukup dengan
pemeriksaan HE karena pan-sitokeratin tidak
praktis untuk diagnosis seharl hari dan memer-
lukan biaya tambahan.' Ahli patologi lainnya
menyatakan pulasan pan-sitokeratin akan me-
ningkatkan deteksi tumor budding tetapi tidak
meningkatkan nilai prognosis.9 Pada kondisi
tertentu tumor budding sulit dinilai pada pulasan
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HE karena adanya sel inflamasi padat, stroma
fibroblas reaktif, atau kelenjar yang pecah
sehingga diperlukan pulasan pan-sitokeratin
untuk membantu deteksi tumor budding yang
secara bermakna mengurangi variabilitas inter-
observer.®*

Metode yang digunakan dalam pene-
litian ini adalah metode 10 lapang pandang
besar dengan luas area 0,65 mm?®. Nilai potong
untuk menentukan gradetumor budding dipakai
100. Apabila ditemukan>100 tumor budding per
10 lapang pandang besar dikategorikan high
grade dan apabila ditemukan <100 tumor
budding per 10 lapang pandang besar dikate-
gorikan low grade."Dalam penelitian ini kasus
adenokarsinoma kolorektal tipe tidak spesifik
dengan inflamasi peritumoral padat dieksklusi.
Densitas tumor budding adenokarsinoma
kolorektal tipe tidak spesifik pada pulasan HE
adalah 20 kasus dengan highgrade tumor
budding dan 23 kasus dengan lowgrade tumor
budding. Densitas tumor budding adenokarsi-
noma kolorektal tipe tidak spesifik pada pulasan
pansitokeratin adalah 21 kasus dengan high
grade tumor budding dan 22 kasus dengan
lowgrade tumor budding. Analisis uiji X2 (uji
McNemar) menunjukkan tidak terdapat perbe-
daan antara pulasan HE dengan pulasan pan-
sitokeratin untuk penentuan densitas tumor
budding adenokarsinoma tipe tidak spesifik,
dimana kategori grade tumor budding yang
didiagnosis dengan pulasan HE tidak berbeda
dengan pulasan pan-sitokeratin (p=1,000). Hal
ini menunjukkan densitas tumor budding adeno-
karsinoma kolorektal tipe tidak spesifik pada
pulasan HE secara statistik tidak berbeda
dengan pulasan pan-sitokeratin.

Metode penilaian tumor budding yang
optimal harus dapat mengurangi variabilitas
interobserver, dapat diaplikasikan, dan mempu-
nyai nilai prognosis diagnosis. Tujuan utamanya
meliputi penentuan definisi yang jelas tentang
parameter pemilihan blok jaringan, optimalisasi
visualisasi tumor budding, dan menentukan
kriteria standar penilaian skor tumor budding.
Penilaian spesimen reseksi diperlukan karena
tumor biasanya beraneka ragam. Blok yang
optimal untuk menilai tumor budding dipilih dari
jaringan yang mengandung tumor dengan
derajat diferensiasi tertinggi selama pemeriksa-
an HE. Tumor budding paling sering ditemukan
pada tepi invasi oleh karena itu kriteria jaringan
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yang ogpltimal juga harus mengandung tepi invasi
tumor.™

Pedoman penilaian tumor budding yang
dinilai dengan pemeriksaan IHK pan-sitokeratin
adalah sel tunggal atau kelompok kecil sel (<5
sel) pada stroma peritumoral, sitoplasma tumor
buds terpulas positif dengan sitokeratin dengan
inti yang dapat diidentifikasi dengan jelas, serta
cytoplasmic pseudofragment, kelenjar yang
pecah, genangan musin, dan nekrosis dieks-
klusi. Sel tumor budding dapat dihitung secara
manual dibawah mikroskop atau pada mikros-
kop digital. Hasil evaluasitumor budding sifatnya
kontinyu seperti perhitungan mitosis pada
kanker payudara. Perhitungan kuantitatif tumor
budding dapat dikerjakan dengan penetapan
kriteria  histomorfologi yang tegas dengan
penjelasan ukuran lapang pandang Yyang
dipakai. Perhitungan numerik ini mengurangi
variabilitas interobserver, dibandingkan perhi-
tungan kualitatif tumor budding yang memberi-
kan variabilitas interobserver yang tinggi.™

Berbagai penelitian telah dikerjakan
untuk menilai variabilitas interobserver dalam
penilaian tumor budding pada karsinoma
kolorektal tetapi belum ada penelitian yang
menilai perbedaan evaluasi densitas tumor
budding adenokarsinoma kolorektal tipe tidak
spesifik pada pulasan HE dibandingkan evaluasi
pada pulasan pan-sitokeratin. Nilai kK untuk skor
tumor budding bervariasi antara 0,41 (sedang)
sampai 0,938 (sangat baik). Akan tetapi indeks
variabilitas interobserver ini biasanya hanya
dinilai dengan jumlah kasus yang sedikit.
Berdasarkan penelitian ini, kategori grade tumor
budding adenokarsinoma kolorektal tipe tidak
spesifik tanpa disertai inflamasi peritumoral
padat yang dinilai pada pulasan H-E tidak
berbeda dengan penilaian pada pulasan pan-
sitokeratin.®**

Nilai prognosis evaluasi pada pulasan
HE dan pada pulasan IHK sitokeratin untuk
penentuan tumor budding pada karsinoma
kolorektal telah diteliti pada beberapa penelitian.
Penelitan Horkkho et al. tahun 2006 menyata-
kan IHK sitokeratin akan meningkatkan deteksi
tumor budding tetapi pulasan HE dan pulasan
IHK sitokeratin tidak memberikan nilai prognosis
yang berbeda. Penelitian Suzuki et al. tahun
2009 menyatakan reprodusibilitas pulasan HE
untuk penentuan tumor budding karsinoma
kolorektal tidak berbeda dengan pulasan IHK
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