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Abstract: Colorectal cancer has high incidence and mortality rates. Tumor-infiltrating lymphocytes
(TILs) are histopathological findings that depict the individual's immune response to the tumor. This
study aimed to investigate the relationship between TILs and the differentiation grade and stage of
colorectal adenocarcinoma. This was an analytical and observational study with a cross-sectional
design. The results showed 34 patients with colorectal adenocarcinoma who met the criteria. The
sample characteristics consisted of male (64.7%), mean age (59.15 + 10.78), tumor location in the
colon (43.9%) and rectum (55.8%), average TILs (25.62 + 17.39), moderate TILs grade (50%), stage
11 tumor (50%), and moderately differentiated tumors (70.6%). A significant association was found
between TILs and tumor differentiation grade (p=0.024). Post hoc analysis showed a significant
difference in TILs between good and poor differentiation (p=0.04; 95% CI: 1.52-64.48). A cut-off
value for TILs was identified for good differentiation (TIL>27) and moderate/poor differentiation
(TIL=27) with a sensitivity of 69.2% and specificity of 75.0%. The extent of lymphocytic invasion of
tumor tissue reflected the host's immune status. TILs played an important role in tumor development
and was a good prognostic factor in colorectal cancer. In conclusion, TILs can be used as a predictor
for the differentiation grade of colorectal adenocarcinoma.
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Abstrak: Kanker kolorektal memiliki angka kejadian dan mortalitas tinggi. Tumor-infiltrating
lymphocytes (TILs) merupakan temuan histopatologik yang menggambarkan respon imunologis
individu terhadap tumor. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan antara TILs dengan
derajat diferensiasi dan stadium pada adenokarsinoma kolorektal. Jenis penelitian ialah analitik
observasional dengan desain potong lintang. Hasil penelitian mendapatkan 34 pasien dengan
adenokarsinoma kolorektal yang memenuhi kriteria. Karakteristik sampel terbanyak ialah jenis
kelamin laki-laki (64,7%), rerata usia (59,15 + 10,78), lokasi tumor di kolon (43,9%) dan rektum
(55,8%), rerata TILs (25,62 + 17,39), derajat TILs moderate (50%), stadium tumor derajat 111 (50%)
dan derajat diferensiasi tumor sedang (70,6%). Terdapat hubungan bermakna TILs dengan derajat
diferensiasi tumor (p=0,024). Analisis post hoc bermakna terhadap derajat TILs baik vs buruk (p=0,04;
95% CI: 1.52-64.48). Nilai cut-off TILs dengan derajat diferensiasi baik (TIL>27) dan sedang/buruk
(TIL<27) dengan sensitivitas 69,2% dan spesifisitas 75,0%. Luasnya invasi limfositik pada jaringan
tumor mencerminkan status kekebalan tubuh pejamu. TILs berperan penting dalam perkembangan
tumor dan merupakan faktor prognostik yang baik pada kanker kolorektal. Simpulan penelitian ini
ialah nilai TILs dapat digunakan sebagai faktor prediktor derajat diferensiasi adenokarsinoma
kolorektal.

Kata kunci: adenokarsinoma kolorektal; tumor infliltrating lymphocytes; derajat diferensiasi
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PENDAHULUAN

Kanker kolorektal (CRC) merupakan kanker keempat di Indonesia dan ketiga di dunia
dengan mortalitas hampir 10 juta kasus pada 2020. Tipe adenokarsinoma ialah yang tersering,
dengan 70% berdiferensiasi sedang, 10% baik, dan 20% buruk.!2

Stadium kanker menilai ukuran dan penyebaran kanker serta penting untuk pmberian terapi.
Berdasarkan American Joint Commitee on Cancer (AJCC), sistem TNM membagi CRC menjadi
lima stadium (stadium 0-1V). Derajat diferensiasi dibagi menjadi well, moderately, dan poorly
differentiated.?

Tumor infiltrating lymphocytes (TILs) ialah faktor prediktor luaran kanker melalui respons
imunologi. Telah diketahui bahwa TILs timbul melalui mekanisme antigen presenting cell,
hipoksia, dan mediator inflamasi lokal. Interaksi imun dan tumor dapat berupa aktivasi atau
inhibisi, menghasilkan tingkat TILs yang bervariasi, yaitu rendah, sedang, dan tinggi.>”

Penelitian dewasa ini mengungkapkan bahwa TILs memengaruhi prognosis kanker kolorektal
dengan respons imun terhadap tumor. Stadium dan derajat diferensiasi tumor juga memengaruhi
prognosis kanker, namun, hubungan TILs dengan stadium dan diferensiasi belum banyak diteliti.
Penelitian ini mempelajari tentang hubungan antara TILs terhadap derajat diferensiasi dan stadium
pada adenokarsinoma kolorektal dengan harapan untuk digunakan sebagai landasan menentukan
keputusan klinis dalam evaluasi dan tatalaksana pasien adenokarsinoma kolorektal.

METODE PENELITIAN

Penelitian analitik observasional ini menggunakan desain potong lintang dalam
pengumpulan data dari rekam medik dan sel-sel kanker yang telah dipreservasi dalam bentuk blok
parafin dari pasien dengan adenokarsinoma kolorektal yang mendapatkan penanganan di Rumah
Sakit Umum Pusat (RSUP) Prof. Dr. R. D. Kandou Manado antara 1 Januari 2020 hingga 31 Juli
2022. Data yang dikumpulkan dari rekam medik termasuk usia saat pertama kali didiagnosis,
jenis kelamin, lokasi lesi,derajat diferensiasi tumor, dan stadium tumor. Derajat infiltrasi tumor
pada sel stromal (TILs) didapatkan dari sampel sel yang diperoleh via reseksi melalui
pembedahan, kemudian dipreservasi dalam blok parafin dan dilakukan pemeriksaan
histopatologik. Perhitungan sampel menggunakan formula yang sesuai dengan uji goodness-of-
fit y2, dan didapatkan besar sampel mencapai 32 pasien

Analisis statistik uji normalitas menggunakan uji Saphiro Wilk. Uji statistik menggunakan
uji One Way ANOVA. Titik potong optimal densitas TIL ditentukan melalui analisis kurva ROC
dengan index J Youden. Kemampuan diskriminasi dilaporkan sebagai sensitivitas, spesifisitas,
dan akurasi. Uji goodness-of-fit y2 digunakan untuk menilai kesesuaian pengkategorian TIL
menurut titik potong dari analisisi ROC dengan stadium dan derajat diferensiasi adenokarsinoma
kolorektal. Manajemen data dilakukan dengan software statistik versi 4.1.3, dengan Microsoft
Excel sebagai langkah pendahuluan. Data kemudian diproses di lingkungan R. Analisis statistik
dilakukan dengan paket tambahan pROC dan ROCR untuk analisis kurva ROC.

HASIL PENELITIAN

Subjek penelitian ialah pasien-pasien dengan diagnosis adenokarsinoma kolorektal yang
dirawat di Rumah Sakit Umum Pusat Prof. Dr. R. D. Kandou (RSUP), sebuah rumah sakit pusat
rujukan di Manado. Rentang waktu penelitian dilakukan pada periode 1 Januari 2020 hingga 31
Juli 2022. Didapatkan sampel pasien sebanyak 34 orang yang memenuhi Kkriteria inklusi. Penelitian
ini menggunakan sampel-sampel sel diperoleh via reseksi melalui pembedahan. Data patologi yang
diambil mencakup lokasi, jenis tumor, stadium TNM, dan derajat diferensiasi tumor.

Tabel 1 memperlihatkan karakteristik demografik dan klinik setiap pasien termasuk usia saat
pertama kali didiagnosis, jenis kelamin, lokasi lesi, dan stadium tumor dikumpulkan melalui rekam
medik. Jenis kelamin terbanyak ialah laki-laki dengan jumlah 22 pasien (64,7%), sedangkan
perempuan berjumlah 12 orang (35,3%). Rerata usia pasien ialah 59,15+10,78 tahun. Lokasi tumor
yang didapatkan berada pada area kolon dan rektum, mulai dari sekum hingga rektum. Pada area
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kolon, lokasi tumor terbanyak berada di sigmoid dengan jumlah enam (17,6%), diikuti dengan
rektosigmoid yang berjumlah lima (14,7%). Pada area rektum, lokasi tumor tidak berbeda jauh,
yaitu di distal ditemukan sebanyak 11 (32,3%) dan di tengah sebanyak delapan (23,5%).

Tabel 2 memperlihatkan hubungan TILs dengan stadium dan derajat diferensiasi tumor.
Variabel yang dinilai ialah stadium tumor yang terdiri dari stadium I, II, 11l dan IV. Uji normalitas
dilakukan pada data semua variabel tersebut dan ditemukan distribusinya normal, sehingga uji
hipotesis dapat digunakan analisis Kruskal-Wallis untuk membandingkan rerata antar kelompok.
Berdasarkan penelitian didapatkan bahwa dari ketiga hubungan TILS dengan stadium tumor
tersebut didapatkan nilai p sebesar 0,948, yang menandakan bahwa TILS tidak memiliki
hubungan bermakna dengan stadium tumor.

Tabel 1. Karakteristik demografik dan klinik subjek penelitian

Karakteristik Subjek (n=34)
Jenis kelamin (n, %)
Pria 22 (64,7%)
Wanita 12 (35,3%)
Usia (rerata = SB) 59,15 + 10,78
Lokasi tumor
Kolon Sekum 1(2,9%)
Asenden 1(2,9%)
Transversum 1(2,9%)
Desenden 1(2,9%)
Sigmoid 6 (17,6%)
Rektosigmoid 5(14,7%)
Rektum  Tengah 8 (23,5%)
Distal 11 (32,3%)
TILs (%, rerata + SB) 25,62 +17,39
Derajat TILs
Low 11 (32,4%)
Moderate 17 (50,0%)
High 6 (17,6%)
Stadium Tumor
I 0
I 12 (35,3%)
" 17 (50,0%)
\Y; 5 (14,7%)
Derajat diferensiasi tumor
Baik 8 (23,5%)
Sedang 24 (70,6%)
Buruk 2 (5,9%)

Tabel 2. Hubungan TILS dengan stadium dan derajat diferensiasi tumor

Variabel TILS (%, mean + SB) Nilai p

Stadium Tumor

I 27,42 +17,06 0,948

" 25,24 +18,78

v 22,60 + 16,15
Derajat Diferensiasi Tumor

Baik 38,50+ 17,75 0,024*

Sedang 23,00 £ 15,40

Buruk 550+354

*Signifikansi p<0,05
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Pada derajat diferensiasi tumor didapatkan nilai p sebesar 0,024 yang berarti setidaknya
terdapat dua kelompok memiliki nilai rerata TILs yang berbeda bermakna secara statistik. Uji
statistik dilanjutkan dengan uji Post-Hoc untuk menentukan besar perbedaan antara kelompok
derajat diferensiasi tumor.

Uji Post Hoc digunakan untuk mengetahui apakah sesuatu kelompok memiliki perbedaan
bermakna terhadap kelompok lainnya. Tabel 3 memperlihatkan hasil analisis uji Post Hoc
Bonferroni yang menunjukkan terdapat perbedaan bermakna antara kelompok derajat diferensiasi
tumor baik dan buruk dengan beda rerata 33,00 dan interval kepercayaan 95% 1,52 s.d 64,48.

Tabel 3. Post Hoc Bonferroni derajat diferensiasi tumor terhadap TILs

Derajat Beda Standard Nilai P IK 95%
Diferensiasi Rerata (%0) Error (%) (%, minimal s.d
maksimal)
Baik vs Sedang 15,50 6,42 0,07 -0,76 5.d 31,76
Baik vs Buruk 33,00 12,439 0,04* 1,52 s.d 64,48
Sedang vs Buruk 17,50 11,58 0,42 -11,81 s.d 46,81

*Signifikansi p<0,05

Uji T tidak berpasangan dilakukan untuk menentukan perbedaan rerata antar kelompok,
sehingga dapat ditentukan nilai cut-off TILs melalui kurva ROC. Tabel 4 memperlihatkan hasil uji
T tidak berpasangan yang menunjukkan perbedaan rerata secara bermakna antara kelompok derajat
diferensiasi tumor baik dan sedang/berat, namun tidak pada baik/sedang dan berat.

Tabel 4. T tidak berpasangan derajat diferensiasi tumor terhadap TILs

Derajat Diferensiasi Beda Standard Nilai P IK 95% (Minimal s.d Maksimal)
Rerata Error

Baik vs Sedang/Berat 16,85 6,49 0,01* 3,63 s.d 30,06

Baik/Sedang vs Berat 21,38 12,30 0,09 -3,68 s.d 46,43

*Signifikansi p<0,05

Gambar 2 menunjukkan bahwa pada kurva ROC didapatkan nilai area under curve (AUC)
sebesar 77,6%, standard error 9,6%, nilai p sebesar 0,024, dan interval kepercayaan 95% antara
58,8% s.d 96,4%. Nilai cut off TILs ditentukan dari nilai indeks Youden tertinggi yaitu nilai TILs
27,0 %, dimana didapatkan nilai sensitivitas 69,2% dan spesifisitas 75,0%.
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Gambar 2. Kurva ROC kemampuan TILs mengklasifikasikan tumor ke dalam derajat diferensiasi baik
(TILs >27) vs sedang/buruk (TILs <27)
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BAHASAN

Subjek penelitian merupakan pasien yang telah didiagnosis adenokarsinoma kolorektal dan
menjalani operasi reseksi tumor di RSUP Prof. Dr. R. D. Kandou Manado dari periode Januari
2020 hingga Juli 2022. Jumlah pasien yang memenuhi kriteria inklusi sebanyak 34 orang. Sampel
jaringan yang sudah dalam bentuk blok parafin kemudian dilakukan pemeriksaan histopatologik
untuk menilai derajat infiltrasi tumor infiltrating lymphocytes (TILs) pada sediaan tumor tersebut.
Penilaian TILs dilakukan pada sel stromal. Data patologik yang diambil mencakup lokasi, jenis
tumor, stadium TNM, dan derajat diferensiasi tumor. Karakteristik demografik dan klinik setiap
pasien termasuk usia saat pertama kali didiagnosis, jenis kelamin, lokasi lesi, dan stadium tumor
juga dikumpulkan melalui rekam medik.

Kanker kolorektal ialah jenis kanker paling umum ketiga dalam patologi onkologi.® Kanker
kolorektal merupakan kanker ganas paling umum di saluran cerna, mewakili 13% dari semua
tumor ganas. Insiden kanker kolorektal bervariasi di seluruh dunia dengan tingkat yang lebih
tinggi di negara maju daripada di negara non-industri. Temuan studi epidemiologi menunjukkan
distribusi anatomi kanker kolorektal secara bertahap, bergeser dari kolon kiri-distal ke sisi kanan
atau ujung proksimal, sekali lagi terkait dengan modalitas skrining sisi kiri yang lebih efektif.

Berdasarkan jenis kelamin pasien, didapatkan laki-laki sebanyak 22 orang (64,7%) yang
lebih banyak dibandingkan perempuan yaitu 12 orang (35,3%) Pada penelitian yang dilakukan
oleh American Cancer Society di Amerika Serikat pada tahun 2003-2007 mengenai insiden dan
mortalitas keganasan kolorektal, didapatkan bahwa laki-laki memiliki insiden 35%-40% lebih
tinggi dibandingkan perempuan.

Keganasan kolorektal sebagian besar muncul secara sporadis (70%), 20% timbul secara
familial, dan 10% dalam bentuk sindrom yang diturunkan. CRC sporadis memiliki rerata usia
lebih tua dari 50 tahun dan sebagian besar berhubungan dengan faktor lingkungan. Kanker
kolorektal dapat disebabkan oleh sporadis atau non-keturunan terkait dengan kesalahan mutasi
pada DNA, tidak munculnya transkripsi gen penekan tumor, gen yang terlibat dalam kontrol
siklus sel, perbaikan, dan apoptosis atau asal genetik yang terkait dengan mutasi pada tumor gen
penekan seperti APC, DCC, BRAF, PIK3CA, AKT, dan TP53 atau keberadaan onkogen seperti
K-RAS dan CTNNBL1. CRC dengan pola bawaan biasanya terjadi pada usia yang lebih muda
(lebih muda dari 50 tahun), dan 20% sisanya bersifat familial clustering tanpa ditemukan adanya
sindrom-sindrom bawaan. Sindrom CRC bawaan yang paling umum ialah familial adenomatous
polyposis (FAP) and Lynch syndrome (hereditary non-polyposis colorectal cancer [HNPCC]).1
Pada penelitian ini didapatkan rerata usia pasien ialah 59 tahun.

Tumor-infiltrating lymphocytes (TILs) merupakan gambaran histopatologik penting dari
kanker kolorektal yang memberikan informasi prognostik. Studi klinis dan epidemiologi
sebelumnya menemukan bahwa keberadaan dan kuantifikasi limfosit yang menginfiltrasi tumor
secara bermakna berhubungan dengan spesifik penyakit dan kelangsungan hidup secara
keseluruhan pada kanker kolorektal. Temuan penelitian menunjukkan bahwa TILs dan subset
TILs spesifik berfungsi sebagai biomarker prognostik untuk kanker kolorektal.'?

Luasnya invasi limfositik pada jaringan tumor mencerminkan status kekebalan tubuh pejamu
dan TILs memainkan peran penting dalam perkembangan tumor.!® Beberapa laporan
menunjukkan bahwa TILs merupakan faktor prognostik yang baik pada kanker kolorektal.'
Meskipun TILs berkorelasi dengan prognosis di kanker kolorektal, berbagai metode telah
diterapkan untuk evaluasinya, termasuk pewarnaan imunohistokimia atau H-E; evaluasi pusat
tumor atau bagian depan invasi; dan persentase luas yang ditempati oleh TILs atau jumlah mutlak
TILs.>% Huh etal'® melaporkan bahwa jumlah sel inflamasi yang lebih besar berkorelasi dengan
prognosis yang baik pada kanker kolorektal dalam sebuah penelitian di mana TILs dinilai
menggunakan skala 4 derajat. Meskipun jelas bahwa TILs terkait dengan prognosis kanker
kolorektal, masih kurangnya metode standar untuk mengevaluasi kepadatan TILs.*>*4

Pada pasien dengan kanker kolorektal, gambaran klinis tergantung pada lokasi, ukuran, serta
ada tidaknya metastasis. Presentasi klinis meliputi gejala seperti sakit perut, perubahan kebiasaan
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buang air besar kronis, perubahan gerakan usus, penurunan berat badan yang tidak disengaja,
mual, muntah, malaise, anoreksia, dan distensi perut. Kanker distal menyebabkan perdarahan
rektal yang nyata dibandingkan dengan kanker proksimal yang dapat memberikan darah
bercampur dengan tinja, sehingga cenderung tersembunyi dan akibatnya, anemia dapat muncul
sebagai tanda sekunder.

Mayoritas dari semua kanker kolorektal ialah karsinoma; lebih dari 90% di antaranya ialah
adenokarsinoma dan lainnya sering tidak terlihat (adenosquamous, spindle, squamous, dan
undifferentiated). Adenokarsinoma kolorektal dapat dibedakan lebih lanjut dalam tipe kribriform,
meduler, mikropapiler, bergerigi, musinosa, dan sel signet-ring.t>%°

Sistem stadium tumor, nodus, metastasis (TNM) dari American Joint Committee on
Cancer/Union for International Cancer Control (AJCC/UICC) adalah sistem stadium yang lebih
dipilih untuk karsinoma kolorektal. Stadium karsinoma kolorektal dapat dibagi menjadi stadium 1,
11, 111, dan V. Menurut Vayrynen et al,*” dominasi TILs pada stadium awal, yang menurun pada
stadium lanjut, menunjukkan korelasi terbalik antara TILs dengan stadium karsinoma kolorektal.
Fenomena ini mungkin karena proses escape pada perkembangan tumor stadium lanjut.’ Pada
penelitian ini didapatkan stadium 11 sebanyak 12 pasien (35,3%), stadium I11 sebanyak 17 pasien
(50%), dan stadium 1V sebanyak lima pasien (14,7%); tidak didapatkan pasien dengan stadium 1.
Hasil uji statistik menunjukkan tidak terdapat hubungan bermakna antara TILs dengan stadium
tumor (p=0,87).

Adenokarsinoma dikategorikan berdasarkan persentase pembentukan kelenjar menjadi
berdiferensiasi baik (lebih dari 95%), sedang (lebih dari 50%), dan buruk (kurang dari 49%),
selanjutnya dibagi menjadi dua grading: low (baik-sedang)/high (buruk) dengan signifikansi
prognostik. Menurut Huh et al,*2 grade TIL dikaitkan dengan perilaku tumor yang lamban, seperti
diferensiasi tumor dan invasi perineural: grade TIL yang rendah secara bermakna berkorelasi
dengan status diferensiasi buruk dan invasi perineural.* Pada penelitian ini, didapatkan derajat
diferensiasi baik sebanyak delapan pasien (23,5%), derajat diferensiasi sedang sebanyak 24 pasien
(70,6%) dan derajat diferensiasi baik sebanyak dua pasien (5,9%). Pada hasil uji statistik didapatkan
hubungan bermakna antara derajat diferensiasi tumor dengan derajat TILs (p=0,02), dimana
semakin baik derajat diferensiasi tumor, didapatkan distribusi TILs yang lebih tinggi (high).

Pada penelitian ini didapatkan keterbatasan berupa variasi sampel penelitian yang kurang
merata, seperti tidak adanya pasien adenokarsinoma kolorektal stadium I, dan jumlah pasien
dengan diferensiasi buruk hanya didapatkan dua orang. Hal ini sesuai dengan epidemiologi, yaitu
pasien dengan diferensiasi buruk sangat jarang, serta kurangnya kesadaran pasien untuk skrining
rutin sehingga pasien datang berobat ke rumah sakit sudah dengan stadium lebih lanjut.

SIMPULAN

Mayoritas penderita kanker kolorektal berjenis kelamin laki-laki, rerata usia 59 tahun, dengan
lokasi tumor paling umum ialah rektum distal. Grade TILs tidak berhubungan dengan stadium
kanker, namun berhubungan dengan derajat diferensiasi tumor yang menunjukkan pentingnya
TILs dalam menentukan prognosis.

Hasil penelitian ini diharapkan dapat mendukung pengembangan penelitian imunoterapi
untuk karsinoma kolorektal.
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