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ABSTRAK

Karsinoma kolorektal merupakan suatu tumor ganas epitelial usus besar yang terjadi akibat pengaruh dari
faktor ekstrinsik dan intrinsik. Mutasi BRAF VV600E ditemukan pada sekitar 10-15% kasus karsinoma kolorektal.
Mutasi ini berkaitan dengan perilaku biologik agresif, metastasis, serta kurangnya respon terhadap terapi dengan
inhibitor EGFR. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui adanya hubungan antara ekspresi BRAF V600E
dengan metastasis dan derajat diferensiasi adenokarsinoma kolorektal. Penelitian menggunakan rancangan
analitik potong lintang dengan 43 sampel penderita adenokarsinoma kolorektal yang telah dilakukan pemeriksaan
histopatologi pada periode tahun 2018-2019. Pulasan imunohistokimia dikerjakan untuk menilai ekspresi BRAF
V600E. Ekspresi BRAF V600E dinyatakan positif jika 75% atau lebih sel tumor mununjukkan pulasan sitoplasma
dengan intensitas kuat. Uji chi-square digunakan untuk menilai hubungan antara ekspresi BRAF V600E dengan
metastasis dan derajat diferensiasi adenokarsinoma kolorektal. Dari 43 kasus, ditemukan 7 kasus (16,3%) dengan
ekspresi BRAF V600E positif. Ekspresi ini hanya dijumpai pada kasus dengan metastasis (7 dari 25 kasus), tidak
dijumpai pada kasus tanpa metastasis (O dari 18 kasus). Didapatkan hubungan bermakna antara ekspresi BRAF
V600E dengan metastasis (p=0,014). Ekspresi BRAF V600E positif hanya ditemukan pada kasus derajat
diferensiasi rendah (7 dari 35 kasus), tidak ditemukan pada derajat tinggi (0 dari 8 kasus), dan hubungan tersebut
tidak bermakna secara statistik (p=0,167). Simpulan penelitian yaitu terdapat hubungan antara ekspresi BRAF
V600E dengan metastasis pada adenokarsinoma kolorektal. Tidak terdapat hubungan antara ekspresi BRAF
V600E dengan derajat diferensiasi pada adenokarsinoma kolorektal.
Kata kunci: Karsinoma Kolorektal, Ekspresi BRAF V600E, Metastasis, Derajat Diferensiasi

ABSTRACT

Colorectal carcinoma is a malignant epithelial tumor of large bowel that occurs due to the influence of
extrinsic and intrinsic factors. BRAF V600E mutation was found in about 10-15% of colorectal carcinoma. This
mutation was associated with aggressive biologic behavious, metastasis and lesser reponsiveness to EGFR
inhibitors therapy. The purpose of this study are to determine the association between BRAF V600E expression
with metastasis and degree of differentiation of colorectal adenocarcinoma. This study used a cross sectional
study and involved 43 samples of adenocarcinoma colorectal patients who had histopathological examinations in
the period 2018-2019. Immunohistochemical were performed to assess the expression of BRAF V600E. This
expression was concluded positive if 75% or more tumor cellls showed strong cytoplasmic stainning. Chi-square
test was used to analyze the association BRAF V600E expression between metastasis and degree of
differentiation colorectal adenocarcinoma. Within 43 colorectal adenocarcinoma cases, it was found 7 cases
(16.3%) had positive expression of BRAF V600E. This expression was found in metastasis cases (7/25), not
found in cases without metastasis (0/18). There was an association between BRAF V600E expression and
metastasis (p=0.014). The positive expressions of BRAF V600E were only found in low grade differentiation
(7/35 cases), were not found in high grade differentiation (0/8 cases), and no association between BRAF V600E
mutation and the degree of differentiation (p=0.167). As conclusion, there was an association between BRAF
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V600E expression and metastasis of colorectal adenocarcinoma. There was no significant association between
BRAF V600E expression and the degree of differentiation of colorectal adenocarcinoma.
Keywords: Colorectal carcinoma, BRAF V600E expression, Metastasis, Degree of differentiation

PENDAHULUAN
Kanker kolorektal (KKR) mewakili sekelompok
penyakit heterogen molekuler. Biomarker molekuler

memegang peranan penting untuk memahami heterogenitas
biologis KKR dan untuk mengklasifikasikan KKR menjadi
subtipe yang dapat digunakan untuk memprediksi prognosis,
respon pengobatan, dan risiko kekambuhan. Jalur molekuler
utama ini berpotensi dalam pemilihan terapi yang akan
diberikan sesuai dengan kebutuhan penderita KKR.? Kanker
kolorektal menduduki peringkat keempat sebagai kanker
paling sering terjadi di seluruh dunia dan merupakan
penyebab kematian terkait kanker tersering kedua.? Kanker
ini  menduduki peringkat keempat sebagai penyebab
kematian terkait kanker yang paling sering di seluruh dunia.
Insiden kanker kolon di Indonesia sebesar 8,6% dengan
angka mortalitas 3,84%.3* Angka ini membuat KKR
menempati peringkat keempat sebagai kanker dengan
insiden tertinggi di Indonesia.®® Mutasi BRAF dijumpai
pada satu dari sepuluh pasien yang mengalami KKR. Pasien
dengan mutasi BRAF masih memiliki prognosis yang buruk,
dengan median survival kurang dari 12 bulan.® Studi
Ritterhouse dan Barletta’, pada tahun 2015 menunjukkan
mutasi BRAF terjadi pada 10-15% pasien KKR. Mutasi
BRAF pada metastasis KKR juga berhubungan dengan
overall survival yang buruk.”® Pasien yang mengalami
diferensiasi buruk memiliki insiden yang lebih tinggi untuk
terjadinya mutasi BRAF V600E dibandingkan dengan KKR
diferensiasi baik/sedang (7,77% dengan 2,92%, P= 0,04).°
Studi yang dilakukan oleh Wang dkk'°, pada tahun 2017
dengan jumlah 63 penderita KKR dengan mutasi BRAF
menunjukkan tumor dengan mutasi BRAF V600E lebih
sering berlokasi pada kolon kanan (42,9%), hampir setengah
pasien mengalami  metastasis  peritoneum  (41,3%),
cenderung bermetastasis ke kelenjar getah bening yang jauh
(79,4%).
Mutasi
memprediksi

pada BRAF juga berguna dalam
efikasi terapi karsinoma kolorektal yang
menggunakan inhibitor EGFR berupa Cetuximab atau
panitumumab. Hal ini dikarenakan mutasi BRAF
menyebabkan aktivasi konsekutif dari kaskade sinyal
sehingga terjadi proliferasi sel yang terus-menerus dan
pertumbuhan tumor yang tidak terkontrol. Efek tersebut
terjadi secara downstream pada reseptor EGFR, sehingga
membuat tumor ini resisten terhadap anti-EGFR.112

Derajat diferensiasi pada KKR berdasarkan
pembentukan kelenjar dan komponen diferensiasi. Derajat
diferensiasi rendah untuk diferensiasi baik hingga sedang
dan derajat diferensiasi tinggi.**'* Tumor dengan derajat
diferensiasi tinggi (diferensiasi buruk) berhubungan dengan
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peningkatan nodal yang diinfitrasi sel tumor dan metastasis
jauh, serta prognosis yang lebih buruk.*®

Penting bagi para klinisi untuk dapat mengetahui
status molekuler pasien KKR. Skrining dan deteksi dini
memungkinkan para praktisi kesehatan untuk memahami
aspek genetik dan epigenetik dalam tumorgenesis KKR
sehingga morbiditas dan mortalitas dapat ditekan.'?
Berdasarkan latar belakang di atas, penelitian ini dilakukan
untuk menilai hubungan antara ekpresi BRAF V600E
dengan metastasis dan derajat diferensiasi adenokarsinoma
kolorektal di RSUP Sanglah.

BAHAN DAN METODE
Rancangan penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian observasional
analitik dengan rancangan yang digunakan adalah studi
potong lintang. Penelitian dilakukan di Laboratorium
Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Udayana/RSUP  Sanglah Denpasar. Waktu penelitian
dilaksanakan selama 3 bulan, yaitu dari bulan April hingga
Juni 2021.
Ruang lingkup penelitian berupa gambaran mikroskopis
penderita adenokarsinoma kolorektal yang dilakukan
pemeriksaan histopatologi di Laboratorium Patologi
Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Udayana/RSUP
Sanglah Denpasar, didiagnosis ulang untuk mendapatkan
sampel sesuai kriteria inklusi dan eksklusi, kemudian
dilakukan pulasan imunohistokimia untuk menilai ekspresi
BRAF V600E. Ekspresi BRAF V600E akan dihubungkan
dengan kejadian metastasis dan derajat diferensiasi
adenokarsinoma kolorektal.

Sampel penelitian

Sampel penelitian adalah penderita adenokarsinoma
kolorektal yang telah dilakukan pemeriksaan histopatologi
di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Universitas Udayana/RSUP Sanglah Denpasar periode 1
Januari 2018 sampai 31 Desember 2019 yang memenuhi
kriteria inklusi dan eksklusi. Adapun kriteria inklusi
penelitian ini, yaitu 1) blok parafin dari bahan operasi
reseksi karsinoma kolorektal yang didiagnosis sebagai
adenokarsinoma kolorektal melalui pemeriksaan
histopatologi; 2) blok parafin dalam kondisi baik dan masih
mengandung jaringan tumor yang cukup untuk dilakukan
pemeriksaan imunohistokimia; 3) sampel memiliki data
pemeriksaan radiologi rontgen thorax atau CT-scan thorax
dan ultrasonography (USG) abdomen dan/atau hasil
pemeriksaan sitologi (cairan paru atau abdomen). Kriteria
eklusinya, yaitu 1) kasus adenokarsinoma kolorektal yang
telah mendapatkan terapi tambahan berupa kemoterapi
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maupun radioterapi yang diperolen melalui data formulir
pemeriksaan histopatologi atau penelusuran rekam medis;
dan 2) blok parafin rusak, berjamur, atau blok parafin tidak
ditemukan.

Pemeriksaan protein BRAF V600E

Ekspresi positif protein BRAF V600E pada pulasan
imunohistokimia dievaluasi pada sampel menggunakan
metode skoring yang telah digunakan pada penelitian
sebelumnya.’® Pulasan yang dinilai positif hanyalah pulasan
sitoplasma.®” Kriteria positif ditetapkan apabila sitoplasma
terpulas difus dengan intensitas kuat pada lebih dari 75% sel
tumor. Penilaian ekspresi BRAF V600E dilakukan oleh
peneliti dan dua orang ahli Patologi Anatomi menggunakan
mikroskop cahaya binokuler Olympus CX23, dilakukan
secara blind independent tanpa mengetahui data metastasis
dan derajat diferensiasi pasien. Apabila terjadi perbedaan
dalam penentuan ekspresi BRAF V600E di antara peneliti
dan dua orang ahli Patologi Anatomi tersebut maka
dilakukan kesepakatan bersama secara konsensus.

Analisis data

Data diolah dengan menggunakan Program SPSS
(Statistical Package for the Social Sciences) 20.0 for
Windows. Analisis deskriptif dilakukan pada data
karakteristik sampel penelitian. Analisis Chi square
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berdasarkan tabel silang 2x2 untuk menganalisis hubungan
antara ekspresi BRAF V600E dengan metastasis pada
adenokarsinoma kolorektal dan hubungan antara ekspresi
BRAF V600E dengan derajat diferensiasi pada
adenokarsinoma kolorektal. Nilai batas kemaknaan (o)
ditentukan pada probabilitas (p) <0,05.

HASIL

Total sampel sebanyak 43 sampel yang dipilih dengan
cara consecutive sampling yakni dengan pemilihan sampel
dengan menetapkan subjek yang memenuhi kriteria
penelitian. Selama periode penelitian 1 Januari 2018 sampai
31 Desember 2019 dari data pemeriksaan histopatologi
diperoleh  sampel adenokarsinoma kolorektal yang
memenubhi kriteria penelitian sebanyak 55 pasien dan dipilih
secara consecutive sampling sebanyak 43 pasien.

Berdasarkan variabel usia didapatkan usia termuda 33
tahun dan usia tertua 80 tahun, usia rata-rata 60,28+10,944
tahun. Setelah dikelompokkan berdasarkan dekade usia,
maka didapatkan kasus terbanyak pada dekade ke enam dan
ke tujuh (Gambar 1) yaitu masing-masing sebanyak 13
kasus (30,2%). Gambaran karakteristik sampel penelitian
lainnya disajikan pada Tabel 1. Berdasarkan parameter
metastasis, distribusi lokasi metastasis yaitu pada paru-paru
sebanyak 18 kasus (72%), hepar sebanyak 6 kasus (24%)
serta ke hepar dan paru-paru sebanyak 1 kasus (4%).

Pada penelitian ini menunjukkan ekspresi BRAF

V600E positif sebanyak 7 (16,3%) kasus serta ekspresi
BRAF V600E negatif sebanyak 36 (83,7%) kasus. Pulasan
imunohistokimia BRAF V600E positif dan negatif disajikan
pada Gambar 2 dan 3.

Dekade &

Gambar 1. Diagram batang distribusi KKR berdasarkan kelompok umur
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Tabel 1. Gambaran karakteristik sampel penelitian

Karakteristik sampel Frekuensi Persentase (%)
Jenis kelamin Laki-laki 30 69,8
Perempuan 13 30,2
Metastasis Positif 25 58,1
Negatif 18 41,9
Derajat diferensiasi Tinggi 8 18,6
Rendah 35 81,4

Gambar 2. Pulasan imunohistokimia BRAF V600E positif. A. Pembesaran 100x. B. Pembesaran 400x.

Gambar 3. Pulasan imunohistokimia BRAF V600E negatif. A. Pembesaran 100x. B. Pembesaran 400x.
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Tabel 2. Hubungan antara ekspresi BRAF VV600E dengan derajat diferensiasi

Derajat diferensiasi Total p
Parameter
Tinggi (%) Rendah(%0) (%)
Ekspresi BRAF  Positif 0 (0) 7 (100) 7 (100) 0,167*
Negatif 8(22,2) 28 (77,8) 36 (100)
* Nilai batas kemaknaan pada p < 0,05
Tabel 3. Hubungan antara ekspresi BRAF V600E dengan metastasis
Metastasis Total P
Parameter
Positif (%) Negatif (%) (%)
Ekspresi BRAF  Positif 7 (100) 0 (0) 7 (100) 0,014*
Negatif 18 (50%) 18 (50%) 36 (100)
* Nilai batas kemaknaan pada p < 0,05
Tabel 4. Hubungan antara derajat diferensiasi dengan metastasis
Metastasis Total p
Parameter
Positif (%) Negatif (%) (%)
Derajat Tinggi 2 (25) 6 (75) 8 (100) 0,035
diferensiasi
Rendah 23 (65,7) 12 (34,3) 35(100)

* Nilai batas kemaknaan pada p < 0,05

Ekspresi BRAF V600E positif tidak ditemukan pada
kasus derajat diferensiasi tinggi dan 7 (100%) kasus derajat
diferensiasi rendah. Sementara ekspresi BRAF V600E
negatif ditemukan pada 8 (22,2%) kasus derajat diferensiasi
tinggi dan 28 (77,8) kasus derajat diferensiasi rendah
(Tabel 2).

Hasil analisis chi-square pada tabel 2 didapatkan nilai
p=0,167 yang menunjukkan tidak terdapat hubungan yang
signifikan secara statistik antara ekspresi BRAF dengan
derajat diferensiasi pada adenokarsinoma kolorektal.

Semua kasus ekspresi BRAF V600E positif (100%)
menunjukkan metastasis positif. Sementara kasus dengan
ekspresi BRAF negatif, 18 kasus (50%) dengan metastasis
positif dan 18 kasus (50%) dengan metastasis negatif (Tabel
3). Terdapat hubungan yang signifikan secara statistik
antara ekspresi BRAF V600E dengan metastasis pada
adenokarsinoma kolorektal (p=0,014).
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Pada kasus dengan derajat diferensiasi tinggi, 25%
menjadi metastasis positif sementara kasus dengan derajat
diferensiasi rendah hanya 8 kasus (22,2%) yang menjadi
metastasis positif (Tabel 4). Terdapat hubungan yang
signifikan secara statistik antara derajat diferensiasi dengan
metastasis pada adenokarsinoma kolorektal (p=0,035).

DISKUSI

Karsinoma Kkolorektal didefinisikan sebagai suatu
tumor ganas epitelial yang berasal dari usus besar, di mana
sel tumor telah menembus lapisan muskularis mukosa dan
mencapai lapisan submukosa.'® Umur merupakan salah satu
faktor risiko dari KKR. Di Amerika serikat, umur lebih dari
65 tahun memiliki kemungkinan 3 kali lebih besar untuk
menderita KKR dibandingkan dengan umur 50-64 tahun, 30
kali lebih besar daripada umur 25-49 tahun.!®2 Di Asia,
risiko KKR meningkat secara dramatis setelah usia 50
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tahun. Sebanyak 90% dari seluruh penderita KKR
terdiagnosis pada usia lebih dari 50 tahun.?* Pada penelitian
ini juga menemukan bahwa usia rata-rata 60,28 tahun serta
insiden terbanyak terjadi pada dekade ke enam dan ke tujuh
yaitu sebanyak 60,4%.

Pada semua daerah dan umur, laki-laki memiliki
kemungkinan 1,5 Kkali lebih besar terkena KKR
dibandingkan wanita.'®?°2? Etiologi dari faktor tersebut
belum diketahui secara pasti. Beberapa teori yang
dikemukakan antara lain, perbedaan hormonal antara pria
dan wanita dimana hormon estrogen dan progestin dapat
mencegah terjadinya KKR.2%22 Sejalan dengan penelitian ini
yang menemukan insiden KKR lebih banyak terjadi pada
laki-laki daripada perempuan (2,3:1).

Sebanyak 4,4% kasus KKR menunjukkan adanya
mutasi BRAF, terutama mutasi V600E pada ekson 15.%
Studi yang dilakukan oleh Ritterhouse dan Barletta’, pada
tahun 2015 menunjukkan mutasi BRAF V600E terjadi pada
kurang lebih 10-15% pasien KKR. Mutasi BRAF dapat
dijumpai pada 7-10% pasien KKR metastasis, 60% MSI
high tumors dan hanya 5-10% tumor microsatellite stable
(MSS).6:12

Menurut studi yang dilakukan oleh Kwon dkk?’, pada
tahun 2018, IHK BRAF V600E dapat dipergunakan untuk
mendeteksi mutasi BRAF V600E. Hernowo dkk?, pada
tahun 2014 yang melakukan studi di Rumah Sakit Hasan
Sadikin, Bandung menyimpulkan bahwa hasil pewarnaan
imunohistokimia BRAF V600E dapat dipakai sebagai
penanda KKR yang lebih agresif. Hasil tersebut sejalan
dengan penelitian ini yang mendapatkan hasil ekspresi
positif BRAF V600E pada 16,3% kasus.

Studi metaanalisis oleh Wang dkk?®, tahun 2019 yang
menggunakan 20 penelitian untuk menilai hubungan antara
mutasi BRAF V600E dengan derajat diferensiasi tumor
didapatkan hasil pada 7,81% kasus dengan derajat
diferensiasi baik hingga sedang menunjukkan adanya mutasi
BRAF serta 26,34% kasus dengan derajat diferensiasi buruk
menunjukkan adanya mutasi BRAF. Berbeda dengan hasil
penelitian yang dilakukan oleh Vilkin dkk?®, tahun 2009 dan
Rako dkk?, tahun 2012 mendapatkan hasil bahwa tidak
terdapat hubungan yang signifikan antara ekspresi BRAF
V600E dengan derajat diferensiasi. Hasil penelitian tersebut
sejalan dengan hasil dari penelitian ini dimana hasil ekspresi
BRAF V600E positif tidak ditemukan pada kasus dengan
derajat diferensiasi tinggi dan 7 (100%) kasus derajat
diferensiasi rendah. Sementara ekspresi BRAF negatif
ditemukan pada 8 (22,2%) kasus derajat diferensiasi tinggi
dan 28 (77,8%) kasus derajat diferensiasi rendah.

Tidak terdapat hubungan yang signifikan antara
ekspresi BRAF V600E dengan derajat diferensiasi pada
adenokarsinoma  kolorektal dapat disebabkan oleh
perbedaan jumlah sampel dan perbandingan jumlah kasus
antara derajat diferensiasi rendah dengan derajat diferensiasi
tinggi yang tidak berimbang. Penelitian yang dilakukan oleh
Chen dkk?® dan Wang dkk® merupakan penelitian
metaanalisis dengan jumlah sampel yang besar yaitu >1000
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kasus dan perbandingan jumlah kasus antara derajat
diferensiasi rendah dengan derajat diferensiasi tinggi yang
hampir setara.

Penelitian ini mendapatkan hasil terdapat hubungan
yang signifikan secara statistik antara ekspresi BRAF
V600E dengan metastasis pada KKR. Hal ini sejalan dengan
penelitian yang dilakukan oleh Kwon dkk*, 2018.
Penelitian tersebut mendapatkan hasil metastasis jauh baik
unifokal maupun multifokal berhubungan dengan mutasi
BRAF V600E (p<0,001). Studi lainnya yang dilakukan oleh
Saridaki dkk?®, tahun 2013 yang menganalisis hubungan
antara jumlah lokasi metastasis dengan mutasi pada BRAF
V600E pada kasus metastasis KKR, didapatkan hasil bahwa
mutasi pada BRAF berhubungan dengan metastasis lebih
dari 1 lokasi (p=0,002). Hal tersebut menunjukkan bahwa
adanya mutasi pada BRAF V600E, yang salah satunya
ditandai dengan ekspresi positif pada pemeriksaan IHK
merupakan faktor krusial pada terjadinya dan perkembangan
dari KKR. Namun, masih terdapat 18 kasus dengan status
ekspresi BRAF V600E negatif. Hal ini dapat disebabkan
oleh mutasi BRAF yang terjadi tidak hanya pada V600E
saja. Mutasi BRAF yang lain memegang peranan dalam
menentukan status metastasis walaupun dalam persentase
yang lebih kecil dibandingkan V60OE. Selain mutasi BRAF,
prognosis buruk penyakit KKR juga dapat ditentukan dari
status molekuler mutasi MSI dan CIMP.2® Hal ini
memerlukan penelitian lebih lanjut yang meneliti kondisi
mutasi lainnya yang dapat menyebabkan metastasis positif
antara lain status mutasi KRAS serta MMR DNA
(MSI/MSS dan CIMP).

Ketika dilakukan analisis hubungan antara derajat
diferensiasi dengan metastasis ditemukan adanya hubungan
yang signifikan secara statistik antara derajat diferensiasi
dengan metastasis pada adenokarsinoma kolorektal
(p=0,035). Hal tersebut sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Minhajat dkk3! pada tahun 2020. Terdapat
hubungan signifikan antara diferensiasi adenokarsinoma
kolorektal dengan metastasis (p<0,0001). Metastasis jauh
ditemukan pada sebagian besar (62%) adenokarsinoma
diferensiasi buruk, sementara pada sebagian besar kasus
(73,2%) adenokarsinoma diferensiasi baik tidak terdapat
metastasis. Hubungan antara derajat diferensiasi dengan
metastasis pada KKR dapat disebabkan oleh adanya
peningkatan aktivitas mitosis dan hiperproliferasi sel ganas
pada KKR dengan diferensiasi buruk.®

SIMPULAN

Tidak terdapat hubungan antara ekspresi BRAF V600E
dengan derajat diferensiasi pada adenokarsinoma kolorektal
di RSUP Sanglah Denpasar. Terdapat hubungan antara
ekspresi BRAF V600E dengan metastasis pada
adenokarsinoma kolorektal di RSUP Sanglah Denpasar.
Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mendeteksi peran
molekul lain, seperti MSI/MSS, KRAS serta CIMP untuk
mendapatkan informasi lebih lengkap dalam memprediksi
hasil klinis KKR.
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