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Abstrak

Keganasan terbanyak ketiga di dunia pada organ kolorektal adalah karsinoma yang berasal dari lapisan epitel
mukosa. Modalitas yang digunakan untuk terapi karsinoma kolorektal stadium lanjut selain operasi adalah
kemoterapi dan saat ini dikembangkan terapi target sebagai alternatif terapi, yaitu metabolit aktif vitamin D,
calcitriol. Calcitriol bekerja sinergis dengan agen kemoterapi yang aktivitasnya dimediasi oleh vitamin D reseptor
(VDR). Penelitian ini bertujuan mengetahui korelasi imunoekspresi VDR dengan stadium dan derajat diferensiasi
(grading) pada adenokarsinoma kolorektal. Menggunakan 35 blok parafin adenokarsinoma kolorektal yang
diambil dari kolektomi, di Departemen Patologi Anatomi Rumah Sakit Dr. Hasan Sadikin Bandung periode 1
Januari 2009-30 Juni 2014, terbagi dalam 3 kelompok stadium (I, II, dan III) dan 3 kelompok derajat diferensiasi
(well, moderately, dan poorly differentiated). Imunohistokimia dilakukan pada sampel untuk melihat ekspresi VDR
pada massa tumor menggunakan antibodiprimer VDR. Data dianalisis menggunakan uji statistika korelasi Rank
Spearman. Terdapat korelasi imunoekspresi VDR dengan stadium (p=0,045; R=-0,341) dan derajat diferensiasi
(p=0,000; R=0,558). Pada penelitian ini VDR berperan dalam menentukan stadium dan derajat diferensiasi
adenokarsinoma kolorektal. Hal ini dapat dijadikan pertimbangan dalam pemberian calcitriol sebagai bagian
dari terapi target pada adenokarsinoma kolorektal dan acuan untuk penelitian selanjutnya dalam perkembangan
terapi target. [MKB. 2016;48(2):123-8]
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Correlation of Vitamin D Receptor (VDR) Expression with Differentiation
Staging and Grading in Colorectal Adenocarcinoma

Abstract

Colorectal carcinoma (CRC) is a malignancy from mucosal epithelium of the colon/rectum. The treatment
modalities used for advance stage colorectal carcinoma therapy is chemotherapy, in addition to surgery. Targeted
therapy is currently being developed as an alternative therapy. One of the agents used in this therapy is calcitriol.
Calcitriol is an active metabolite of vitamin D. Calcitriol works synergistically with chemotherapeutic agents and
its activity is mediated by the vitamin D receptor (VDR). VDR plays a role in the inhibition of tumor progression
via induction of cellular differentiation and proliferation inhibition. In this study, imunoexpression of vitamin
D receptor was examined in conjunction with the staging and degree of differentiation (grading) of colorectal
adenocarcinoma. The study objects include 35 colorectal adenocarcinoma paraffin blocks created from colectomy
which were collected at the Department of Patology Anatomic of Dr. Hasan Sadikin General Hospital Bandung
from January 2009-June 2014. The blocks were divided into three groups of staging (I, I, and III) and three
groups of grading: well, moderately, and poorly differentiated. Immunostaining was used to evaluate the VDR
immunoexspression by histo-score. The data were tested using rank spearman test. There was a weak negative
correlation between VDR imunoexpression and staging(p=0.045, R=-0.341), and a moderate positive correlation
between VDR imunoexpression and grading (p=0.000, R=0.558). It is concluded that a significant correlation of
VDR imunoexpression with staging and grading of colorectal adenocarcinoma is found and this finding can be
used as a reference for further studies in the development of targeted therapies. [MKB. 2016;48(2):123-8]
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Pendahuluan

Adenokarsinoma kolorektal merupakan jenis
keganasan yang utama yang terjadi pada epitel
mukosa saluran cerna.! Di negara maju maupun
di negara berkembang seperti di Indonesia, jenis
keganasan ini merupakan jenis kanker terbanyak
ketiga dan masih menjadi masalah kesehatan
nasional disebabkan oleh tingkat morbiditasnya
yang tinggi.? Insidensi keganasan ini semakin
meningkat karena perubahan gaya hidup dan
skrining kolonoskopi. Angka kejadian karsinoma
kolorektal di Indonesia sekitar 19,1 pada pria
dan 15,6 pada wanita per 100.000 penduduk.?

Prognosis adenokarsinoma kolorektal itu
ditentukan oleh stadium dan derajat diferensiasi
tumor.* Stadium tumor akan dipengaruhi
secara langsung oleh kemampuan invasi sel-sel
tumor, sedangkan tingkat diferensiasi sel tumor
dipengaruhi oleh kemampuan sel dalam menjaga
integritas matriks intraselulernya.® Semakin
tinggi stadium akan dikuti pula oleh semakin
buruknya tingkat diferensiasi.* Sebagian besar
pasien adenokarsinoma kolorektal di Indonesia
datang dalam stadium lanjut sehingga prognosis
menjadi lebih buruk, keadaan ini memerlukan
kemoterapi sebagai modalitas pendamping
setelah dilakukannya reseksi tumor. Namun,
sering kali kemoterapi tidak memberikan hasil
yang memuaskan dan sering kali mengakibatkan
efek samping yang buruk terhadap pasien yang
intoleran.®

Salah satu terapi target untuk kanker yang
sedang diteliti akhir-akhir ini adalah calcitriol.®
Terapi target merupakan terapi yang spesifik
untuk menghambat faktor yang dianggap
sebagai penyebab dalam patogenesis suatu
kanrsinogenesis. Calcitriol merupakan metabolit
vitamin D yang paling aktif.” Calcitriol pada
eksperimen in vitro dan in vivo mengindikasikan
bekerja secara sinergis dengan agen kemoterapi.
Insufisiensi vitamin D memiliki peran dalam
patogenesis kanker lambung, endometrium,
paru-paru, esofagus, pankreas, ginjal, dan juga
limfoma non-Hodgkin.?

Aktivitas calcitriol dimediasi oleh vitamin D
receptor (VDR).? Reseptor vitamin D merupakan
anggota reseptor hormon steroid dan mengatur
ekspresi gen dalam ligand-dependent manner.”°
Reseptor vitamin D berperan melalui jalur
genomik dalam pengaturan pertumbuhan sel dan
pada jalur nongenomik melalui penghambatan
perkembangan dan progresivitas tumor berupa
proses induksi diferensiasi seluler. Melalui
ekspresi serta aktivitas enzim brushborders
serta memperkuat formasi mikrovili dengan
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merangsang maturasi dari membran apikal
mikrovili pada mukosa saluran cerna dan
berperan pula dalam penghambatan proliferasi
sel.® Penelitian menggunakan galur sel terbukti
bahwa VDR berperan dalam diferensiasi sel dan
menghambat proliferasi sel, hal ini menunjukkan
bahwa vitamin D berperan dalam progresivitas
tumor.!! Identifikasi VDR pada jaringan tumor
dengan cara pemeriksaan imunohistokimia
merupakan metode yang baik dan menjadi
modalitas untuk menentukan terapi target.?

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
peranan VDR terhadap stadium dan derajat
diferensiasi atau grading adenokarsinoma
kolorektal, melalui penelitian tentang korelasi
antara imunoekspresi VDR dengan stadium
dan derajat diferensiasi pada adenokarsinoma
kolorektal. Penelitian ini diharapkan mampu
menjadi acuan untuk penelitian selanjutnya
dalam perkembangan terapi target.

Metode

Penelitian ini dilakukan memakai rancangan
observasi analitik potong lintang dengan bahan
penelitian berupa blok parafin dari penderita
adenokarsinoma kolorektal dilakukan tindakan
operasi kolektomi. Terdapat 35 sampel yang
terbagi atas stadium I, II, dan III berdasarkan
sistem TNM. TNM mengklasifikasi ekstensi
tumor primer (T), kelenjar getah bening regional
(N), dan metastasis jauh (M), serta stadium akan
dinilai berdasarkan T, N, dan M.!? Sistem ini
dibuat oleh American Joint Committee on Cancer
(AJCC) dan International Union for Cancer Control
(UICC). Derajat diferensiasi dibagi menjadi
tiga kelompok, yaitu kelompok well differented
(diferensiasi baik), moderately differentiated
(diferensiasi sedang), dan poorly differentiated
(diferensiasi buruk).

Imunoekspresi VDR adalah imunoreaktif
sel tumor terhadap pulasan imunohistokimia
menggunakan antibodi VDR (VDR (D6): sc-
13133 dari Santa Cruz, 1:500). Imunoekspresi
VDR dinyatakan positif berdasarkan terpulasnya
sitoplasma dan membran menjadi berwarna
coklat.? Penilaian imunoekspresi VDR dilakukan
dengan melihat intensitas dan distribusi pulasan
imunohistokimia. Intensitas terdiri atas: negatif
(skor 0), lemah (skor 1), sedang (skor 2), dan
kuat (skor 3). Penilaian distribusi dilakukan
dengan cara membagi satu lapang pandang
besar menjadi 4 bidang yang sama besar
sehingga satu bidang dinilai sebagai distribusi
25%. Persentasi sel pada keempat bidang
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tersebut kemudian dijumlahkan sehingga
didapatkan total ekspresi VDR satu lapang besar.
Setelah mendapatkan nilai rata-rata ditentukan
tingkat distribusi:!* O=negatif, 1=<10%, 2=10-
50%, 3=>50%. Berdasarkan nilai intensitas
dan distribusi ekspresi VDR dapat dihitung
histoscore (intensitas x distribusi), yaitu lemah
=1-3, sedang=4-6, dan kuat=7-9.3

Uji statistik yang bertujuan mengetahui
korelasi imunoekspresi VDR dengan stadium
dan derajat diferensiasi pada adenokarsinoma
kolorektal menggunakan uji statistika korelasi
Rank Spearman. Kekuatan korelasi ditentukan
berdasarkan Kriteria Guilford (1956), yaitu

>0,00 —<0,20: korelasi yang sangat kecil dan
dapat diabaikan.
20,20 — <0,40: korelasi yang kecil (tidak erat).
20,40 — <0,70: korelasi yang sedang.
20,70 — <0,90: korelasi yang kuat.
20,90 — <1,00: korelasi yang sangat kuat.
Hasil

Tabel 2 menunjukkan bahwa berdasarkan hasil
analisis korelasi Spearman diperoleh korelasi
antara imunoekspresi VDR dan stadium. Nilai
koefisien korelasi (R) diketahui bahwa arah
korelasi negatif dengan kekuatan korelasi yang

Tabel 1 Karakteristik Subjek Penelitian

lemah antara imunoekspresi VDR dan stadium.
Arah korelasi negatif menunjukkan bahwa
variabel stadium dan imunoekspresi memiliki
korelasi yang berlawanan arah yang artinya
semakin kuat imunoekspresi VDR maka stadium
akan semakin rendah. Dengan menggunakan

analisis  statistik Rank Spearman maka
didapatkan nilai r: -0.341 dan nilai p=0.045
(p<0,05).

Tabel 3 menunjukkan bahwa data

berdasarkan hasil analisis statistika dengan
analisis korelasi Spearman diperoleh nilai p
<0,001 menunjukkan korelasi yang sangat
bermakna sehingga dapat disimpulkan terdapat
korelasi antara munoekspresi VDR dan derajat
diferensiasi. Nilai koefisien korelasi (R)
diketahui bahwa arah korelasi positif dengan
kekuatan korelasi sedang antara imunoekspresi
VDR dan derajat diferensiasi. Arah korelasi
positif menunjukkan bahwa imunoekspresi VDR
dan derajat diferensiasi memiliki korelasi yang
searah yang artinya semakin kuat imunoekspresi
VDR maka derajat diferensiasi akan semakin
baik. Dengan menggunakan analisis statistik
Rank Spearman, didapatkan nilai r: 0.558 nilai
p=0.000 (p<0,001).

Pembahasan
Pada penelitian ini didapatkan kasus
adenokarsinoma  kolorektal laki-laki (16

Variabel Jumlah

Jenis kelamin

Laki-Laki 16

Perempuan 19
Usia pasien

Mean+SD 53,2857+12,08444

Median 55,0000

Range 54,00

Derajat diferensiasi histopatologi (grading):

Derajat diferensiasi baik (well differentiated)

Derajat diferensiasi sedang (moderatelly differentiated)

Derajat diferensiasi buruk (poorly differentiated) 19
Stadium I 8

II 15

111 12
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Tabel 2 Korelasi Imunoekspresi VDR (Histoscore) dengan Stadium

Imunoekspresi Stadium Total R
(Histoscore) Nilai p
I II 11

VDR Negatif 0 0 0 0 -0,3410,045**
Lemah 2 4 5 11
Sedang 2 5 6 13
Kuat 4 6 1 11

Total 8 15 12 35

Keterangan: korelasi antara ordinal dan numerik menggunakan analisis korelasi Spearman. Nilai kemaknaan
berdasarkan nilai p<0,05. Tanda ** menunjukkan signifikan atau bermakna secara statistika. R: koefisien

korelasi

kasus) lebih sedikit dibanding dengan kasus
adenokarsinoma kolorektal berjenis kelamin
perempuan (19 kasus). Keadaan ini ternyata
tidak sesuai dengan angka insidens rata-rata
karsinoma kolorektal per 100.000 penduduk
di Indonesia yang lebih banyak mengenai laki-
laki dengan insidens rata-rata sebagai berikut:
19,1 untuk laki-laki dan 15,6 untuk perempuan
seperti pada penelitian epidemiologi karsinoma
kolorektal di Indonesia.® Menurut Yee dkk.!3
pada penelitian epidemiologi kanker kolorektal
di Asia, dinyatakan bahwa insiden karsinoma
kolorektal di Asia pada laki-laki lebih tinggi
daripada perempuan.

Pada penelitian ini didapatkan data usia rata-
rata penderita karsinoma kolorektal dengan
median 55 dan range 54,00. Penelitian ini
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh
Haggar dan Boushey!* yang meninjau insidens,
mortalitas, dansurvival ratekarsinomakolorektal
berdasarkan daerah (regional) mengemukakan
bahwa lebih dari 90% karsinoma kolorektal
terjadi pada usia di atas 50 tahun.

Pada penelitian ini terdapat korelasi antara
imunoekspresi VDR dan stadium. Hasil nilai

koefisien korelasi (R) diketahui bahwa arah
korelasi negatif atau mempunyai korelasi yang
berlawanan arah yang artinya semakin kuat
imunoekspresi VDR maka stadium akan semakin
rendah. Hasil penelitian ini sesuai dengan
penelitian yang telah dilakukan Shabahang dkk.*
yang melaporkan bahwa ekspresi VDR yang
paling kuat ditemukan pada adenokarsinoma
kolorektal Duke B, ekspresi VDR moderat
ditemukan pada Duke C, dan ekspresi VDR yang
rendah paling banyak ditemukan pada Duke
D. Penelitian oleh Niv dkk.* mengukur kadar
vitamin D serum dan dikorelasikan dengan
stadium karsinoma kolorektal. Pada penelitian
tersebut diperoleh penurunan kadar vitamin
D serum pada stadium lanjut, yaitu stadium III
dan IV. Agresivitas tumor terjadi disebabkan oleh
hilangnya ekspresi VDR. Penurunan ekspresi
VDR yang menyebabkan hilangnya kemampuan
vitamin D untuk induksi transkripsi gen yang
menghasilkan fungsi antiproliferasi sel tumor.
Pada karsinoma kolon nonagresif (stadium I
dan II) ditemukan peningkatan kadar vitamin
D serum yang diperlukan untuk mekanisme
inhibisi pertumbuhan sel tumor.

Tabel 3 Korelasi antara Imunoekspresi VDR (Histoscore) dan Derajat Diferensiasi

Derajat Diferensiasi

Imunoekspresi Total R
(Histoscore) Nilai p
Well Moderatelly Poorly

VDR Negatif 0 0 0 0 0,558**0,000**
Lemah 1 0 10 11
Sedang 3 3 7 13
Kuat 5 4 11

Total 9 7 19 35
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Gambar Pulasan Imunoekspresi VDR Intensitas Kuat. b. Intensitas Sedang. c. Intensitas Lemah

(Pembesaran 400x)

Ekspresi VDR yang paling kuat ditemukan
pada stadium yang rendah disebabkan oleh VDR
mempunyai aktivitas antiproliferasi sel tumor
melalui mekanisme genomik dan nongenomik.
Efek genomik VDR berperan langsung terhadap
antiproliferasi sel tumor, sedangkan efek
nongenomik menghambat proliferasi sel tumor
melalui aktivasi second messenger yang dapat
melakukan cross-talk dengan efek genomik.'”
Walaupun VDR bekerja melalui kedua jalur
tersebut, mayoritas efek antiproliferasi diperoleh
secara langsung melalui efek genomik.®

Melaluijalur genomik diintisel, VDR berperan
sebagai antiproliferasi melalui ikatan antara
calcitriol dan reseptornya (VDR) membentuk
heterodimer dengan retinoic X receptor (RXR)
dan juga dengan ligannya (9 cis-retinoic acid).
Dimer tersebut membentuk kompleks dengan
vitamin D response elements (VDREs) yang
berhubungan dengan transkripsi gen untuk
menghasilkan fungsi antiproliferasi.’” Reseptor
vitamin D mempunyai jalur nongenomik yang
berada di sitoplasma, dengan mekanisme rapid
action VDR mengikat calcitriol pada membran
VDR di caveolae membran plasma. Ikatan VDR-
calcitriol pada membran plasma mengaktivasi
beberapa second messenger system seperti
phospholipase C, G protein coupled receptors, dan
phosphatidylinositol-3-kinase (PI13K).

Pada penelitian ini menunjukkan terdapat
hubungan antara imunoekpresi VDR dan derajat
diferensiasi pada adenokarsinoma kolorektal.
Hasil tersebut sesuai dengan penelitian yang
dilakukan oleh Gocek dan Studzinski'® yang
melaporkan bahwa level VDR mulai meningkat
pada awal karsinogenesis atau meningkat pada
mukosa kolon manusia selama perkembangan
awal tumor, tetapi kadarnya menjadi rendah
pada poorly differentiated dan stadium lanjut. Hal
tersebut membuktikan bahwa VDR mempunyai
efek menahan pertumbuhan sel tumor.

Pada penelitian ini diperoleh hasil bahwa
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overekspresi VDR lebih sedikit pada high grade
tumor dibanding dengan low grade tumor.

Hasil penelitian ini sudah membuktikan
peran VDR dalam perkembangan patogenesis
adenokarsinoma kolorektal sehingga vitamin D
dan analog sintetisnya dapat digunakan sebagai
terapi adjuvan pada pasien kanker kolorektal
dengan ekspresi VDR yang positif.!® Data
epidemiologi juga mendukung peran vitamin
D dalam mencegah progresi neoplastik pada
epitel kolon. Penelitian oleh Shabahang dkk.'®
membuktikan bahwa hilangnya ekspresi VDR
merupakan salah satu faktor meningkatnya
progresi ke arah keganasan. Penelitian tersebut
memungkinkan penggunaan vitamin D dan VDR
sebagai chemoprevention karsinoma kolorektal.

Penelitian reseptor vitamin D dan calcitriol
telah dilakukan pada model xenograf memakai
galur sel tumor karsinoma kolon, payudara,
prostat, retinoblastoma,danjugaosteosarkoma.?
Pada penelitian ini mempergunakan analisis
imunohistokimia pada jaringan tumor pasien.
Imunoekspresi VDR yang meningkat pada
adenokarsinoma kolorektal yang merupakan
indikator prognosis yang baik karena VDR yang
berikatan dengan calcitriol akan meningkatkan
jumlah ocludin, zonula occludens (Z0)-1, -2,
dan claudin-2, -12, yaitu suatu komponen pada
tight junctions yang berlokasi predominan
pada membran plasma.l®?® Selain itu, VDR
dan calcitriol dapat meningkatkan relokalisasi
vinculin pada struktur intercelular junction. Data
tersebut membuktikan bahwa VDR menginduksi
ekspresi protein adhesi interseluler yang penting
untuk terbentuknya diferensiasi yang baik dari
suatu tumor.?

Vuolo dkk.!” telah menyatakan kadar vitamin
D yangrendah berhubungan dengan peningkatan
mortalitas dan agresivitas kanker kolorektal,
serta ditemukan penurunan sebanyak 30%
formasi adenoma kolorektal pada pasien dengan
kadar calcitriol yang tinggi dibanding dengan
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pasien yang memiliki kadar calcitriol yang
rendah. Angka kesintasan hidup pada penelitian
prospective cohort terhadap 1.295 pasien kanker
payudara postmenopause dihubungkan dengan
kadar serum calcitriol. Hasil penelitian ini
menunjukkan bahwa kadar Calcitriol serum yang
rendah berhubungan dengan angka kesintasan
hidup yang rendah.”

Simpulan, penelitian ini telah menunjukkan
peranan penting VDR dalam mempertahankan
stadium awal dan diferensiasi tumor dibuktikan
dengan jumlah reseptor vitamin D lebih tinggi
pada stadium awal dan pada kelompok well
differentiated dibanding dengan stadium tinggi
dan juga kelompok poorly differentiated. Hasil
penelitian ini dapat digunakan sebagai acuan
dalam mempertimbangkan pemberian terapi
calcitriol sebagai terapi target pada pasien
adenokarsinoma kolorektal stadium awal dan
diharapkan pemberian calcitriol in ini dapat
menurunkan morbiditas dan juga meningkatkan
prognosis.
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