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APOPTOSIS DAN NEKROSIS PADA BERBAGAI SELULARITAS SUMSUM TULANG
Studi pada aspirat sumsum tulang dari penderita dengan gangguan hematopoisis

APOPTOSIS AND NECROSIS AT VARIOUS MARROW CELLULARITY
Study at marrow aspirate from patient with hematepoictic disoracrs
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ABSTRACT

Marrow cellularity determined by homeostatic balance of proliferation, differentiation and cell death (apopfosis and necrosis) of
hematopoietic cells. Hematopoietic malignancy relate to arrest of cell differentiation, and hyperproliferation of hematopoietic ceills
that cause marow hypercellularity, while aplastic anemia relate fo hyperapoptosis of hematopoietic cefls lead to marmow
hypocsllularity. This study reveals that degree of apoplosis and necrosis of hematopoitic cell were characteristically difference at
various marrow celuliarity. Samples taken from various patient with hematopoietic disorders (n = 60) were examined
microscopically. Marrow cellularity and counting of apoptotic and necrolic cells were conducted on imprint of marrow particle,
colored with toluidin blue and Wright's stain. Statistical analysis (Anova) indicate that the amount of apoptosis at hypacelular {n 9),
normocellular (n 27) and hypercellular marrow (n 24) were 3.63 £ 1.77; 1.71£ 1.97 and 0.65+ 0.72 % (p 0.001) respectively, while
amount of necrotic cells were similar (p 0.728 ), apoptosis / necrosis ratio were 3.80+ 3.93; 1.19+ 1.65 and 1.06 = 2.15 (p 0.05).
These results demonstrate that apoptosis more happened at hypoceliular marrow compared fo normoceilular and hyperceliular
Marrow.
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ABSTRAK

Selularitas sumsum tulang ditentukan ofeh keseimbangan proliferasi, diferensiasf dan kematian sel (apoptosis dan nekrosis) dari
sel hematopoitik. Keganasan sistim hematopoisis berkaitan dengan hiperproliferasi dan ganguan diferensiasi sel hematopoitik serta
sumsum tulang hiperseluler, sedangkan anemia aplastik berkaitan dengan hiperapoptosis dan sumsum tulang hiposeluler. Studi ini
meneliti distribusi apoplosis dan nekrosis dari sel hematopoftik pada berbagai derajad selularitas sumsum tulang, dari berbagai
penderita dengan hematopoisis yang terganggu (n = 60). Secara mikroskopik, dari sediaan (marrow imprint) aspirat sumsum fulang
dengan pewarnaan Toluidin blue dan Wrigt ditenfukan selularitas sumsum tulang serta jumlah sel hematopoitik yang mengalami
apoplosis dan nekrosis. Analisa staistik cara Anova menunjukkan bahwa jumlah apoptosis pada sumsum tulang hiposeluler (n9),
normoseluler (n 27) dan hiperseluler (n 24) masing-masing adalah 3,63 + 1,77; 1,71 £ 1,97 dan 0,65 £ 0,72 % (p 0,001},
sedangkan sel nekrotik jumiahnya sama (p 0,728 ), tetapi rasio apoptosis/nekrosisnya 380+393 1,19+ 1,65dan 1,06+ 215 (p
0,05). Hal tersebut menunjukan bahwa apoptosis dani sel hematopoitik lebih banyak ferjadi pada sumsum tulang hiposeluler
dibanding dengan sumsum tulang normoseluler dan hiperseluler. :

Kata kunci: Kematian sel, Apoptosis, Nekrosis, Selularitas Sumsum Tulang

PENDAHULUAN

Sumsum tulang merupakan organ yang sangat akdfif,
granulopoisis dan eritropoisis pada pria dewasa menghasilkan
granulosit dan eritrosit, masing-masing sekitar 70 juta dan 200
juta sel setiap hari, dalam seumur hidup diproduksi sel darah
hampir 10 kali- berat badan (1,2). Integritas fungsi suatu organ
ditentukan oleh homeostasis ploriferasi, diferensiasi dan kematian
dari sel penyusun organ yang bersangkutan (3,4). Dalam
hematopoisis, integritas terseput ditentukan oleh keseimbangan
antara proliferasi, diferensiasi dan kematian sel dari
haematopoietic stem cell (HSC) dengan lingkungan mikro
(microenvironment) tempat tumbuhnya HSC (2,5,6).

Gangguan proses hematopoisis dapat berkaitan dengan
gangguan proliferasi, diferensiasi atau gangguan kematian sel

hematopoitik (HSC). Pada lekemia terjadi hambatan diferensiasi
HSC dan peningkatan proliferasi HSC secara tidak terkendali.
Pada sindroma mielodisplastik (MDS) terjadi hambatan pada
proses diferensiasi dan maturasi dari HSC, sedangkan pada
sindroma mieloproliferatif terjadi percepatan prolifrasi HSC.
Berbagai gangguan hematopoisis tersebut di atas berkaitan
dengan hiperselularitas  sumsum tulang (7). Gangguan
hematopoisis dengan sumsum tulang hiposeluler pada anemia
aplastik berkaitan dengan peningkatan kematian sel hematopoitik
(8.9).

Pada dasarnya apoptosis dan nekrosis merupakan kutub
dari suatu continuoum of cell death. Apoptosis merupakan active
cell death (energy dependent) sedangkan nekrosis merupakan
passive cell death (energy independent). Tampaknya kecukupan
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enersi {ATP, adenosine triphosphate) menentukan pola kematian
sel. Ketersediaan enersi minimal memungkinkan terjadinya
apoplosis, sedangkan kefidak tersediaan enersi mendorong
terjadinya nekrosis  (10,11,12). Pada keganasan ferjadi
hiperprofiferasi disertai peningkatan konsumsi enersi (11,13).
Melalui studi ini ingin diungkapkan bagaimana frekuensi
apoplosis dan nekrosis pada berbagai selularitas sumsum tulang,
yang berasal dari berbagai penderita dengan gangguan pada
hematopoisis.

MATERI DAN METODA

Untuk membedakan frekuensi terjadinya apoptosis dan
nekrosis pada berbagai derajad selularitas sumsum tulang
manusia, dirancang suatu penelitian observasional (non-
eksprimental) dengan data yang bersifat cross sectional.

Populasi dan sampel

Populasi peneliian adalah penderita  dengan
hematopoisis yang terganggu, yang menjalani aspirasi sumsum
tulang di RSU. Dr. Saiful Anwar, dan berbagai RS di Kotamadya
Malang. Sampel penelitan dipilih dari anggota populasi yang
memenuhi kriteria inklusi serta memperhatikan kriteria eksklusi,
dan setujy unfuk menjadi subyek penelitian. Kriteria inklusi
meliputi (i) menyetujui informed consent dan bersedia dilakukan
aspirasi, (i) penderita pria maupun wanita (jii) tidak ada kontra
indikasi atas dilakukannya aspirasi sumsum fulang misainya
gangguan faal hemostasis, (iv) aspirasi sumsum tulang yang
dilakukan adalah yang pertama kali, bukan ulangan untuk
evaluasi hasil pengobatan atau tindakan misalnya radiasi. Kriteria
eksklusi meliputi (i) tidak bersedia, (i) terdapat kontra indikasi, (iii)
mengkonsumsi obat yang menyebabkan hiposelularitas sumsum
tulang misalnya khloramfenikol, fenilbutason, dan obat
imunosupresan, {iv) penderita yang sedang dalam pengobatan
radiasi.

Besar sampel ditetapkan sebanyak 60 penderita,
berdasarkan rumus berikut. Jumiah sampel untuk sumsum tulang
hiposeluler 9, normoseluler 27 dan hiperseluler 24 penderita.

(Za)’ (s)*
d F
n adalah perkiraan besar sampel
Za pada o 0,05 adalah 1,96

s adalah simpangan baku untuk jumlah mastosit pada masing
masing sumsum fulang hipo, normo dan hiperseluler.

d adalah degree of refiability.
Selularitas sumsum tulang

Pemenksaan selularitas sumsum tulang dilakukan baik
secara  kualitatif  (semikuantitatif) maupun  Kkuantitatif,

menggunakan mikroskop sinar. Penilaian selularitas sumsum
tulang secara kualitatif dilakukan secara mikroskopik pada
sediaan mamow particle dari aspirat sumsum tulang. Sumsum
tulang diklasifikasikan sebagai hipo-, normo- atau hiperseluler
apabila rasio jaringan hematopoitik terhadap seluruh jaringan
marrow pada marrow parficle besamya < 1/4, 1/4 - 112, atau >1/2
(14,15). Penilaian selularitas sumsum tulang secara kuantitatif
dilakukan dengan menghitung jumlah absolut sel berint
(nucleated cells) dalam yang terdapat dalam volume aspirat

sumsum fulang. Penghitungan dilakukan dengan prinsip kamar
hitung improved Neaubauer (16,17). Berdasarkan penelitian
terdahuly, jumiah sel sumsum tulang (nucleated cells) pada
sumsum tulang hipc-, normo-, dan hiperseluler (kualitatif),
masing-masing adalah < 52.000, 52.000 - 79. 000, dan > 79.000
sel/Cmm (18).

Sel limfoid, apoptosis dan nekrosis

Pengamatan untuk menilai sel limfoid, sel apoptosis dan
sel nekrosis dilakukan secara mikroskopoik pada sediaan tekan
(impninf) aspirat sumsum tulang yang diwamai dengan cara
Wright (19). Secara mikroskopik morfologi haematopoietic stem
cell (HSC) atau sel induk hematopoisis {SIH) menyerupai limfosit
(1,20). Atas dasar itu maka pada penelitian ini baik limfosit
maupun sel yang menyerupai limfosit (HSC) semuanya dihitung
dan disebut sebagai sel limfoid, dengan asumsi bahwa dengan
cara ini terhitung juga HSC.

Sel limfoid apoptosis dinilai secara mikroskopik, dan
ditentukan jumiah proporsinya (%) terhadap seluruh sel berinti
yang terdapat pada sediaan. Morfologi sel limfoid yang apoptosis
dibedakan terhadap sel yang normal berdasarkan krteria yang
ditetapkan oleh Cohen, gambar 1 (21). Sel nekrotik ditandai oleh
gambaran pembesaran ukuran akibat pembengkaan masa sel,
disertai kekeruhan (degenerasi) masa infi dan seluruh asal sel,
serta terjadi disintegrasi membran sel, sehingga terjadi kebocoran
sel (3).

Gambar 1. Sel limfoid apoptosis (21)

Secara umum, makin berlanjut proses apoptosis ukuran
sel makin bertambah kecil, terjadi pengkerutan pada seluruh
bagian sel, membran sel kenput tetapi tetap infact (utuh, tidak
pecah), sampai akhimya seluruh sel terfragmentasi sebagai
apoptotic bodies dan difagositosis oleh makrofag.

a. Sel normal; sejumiah kecil sitoplasma (rasio inti: sitolpasma
relatif besar), gambaran kromatin di dalam inti sel homogen
(tingkat héterogenitas kondensasi kromatin dalam batas
normal).

b. Sel apoptosis; volume sel berkurang (ukuran sel mengecil,
minimal shrinkage), organel di sitoplasma terkondensasi
(packed), kromatin terkondensasi {clumping), membrane sel
masih relatif utuh (infacf).

c. Sel apoplosis; membran sel mengkerut (rufled),
menggelembung (blebbing), kondensasi kromatin, secara
keseluruhan sel mengkerut (ceil shrinkage).

d. Sel apoptosis; kromatin kolaps dan terkondensasi di bagian
dalam membran inti sel (collaps down along the nuciear
envelopse, crescent), membrane cell blebing.

e. Sel apoplosis; nukleus terkondensasi dan kolaps sebagai
suatu masa (black hole), membrane cell biebing.
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f. Sel apoptosis; masa inti kolaps dan terfragmentasi menjadi
beberapa masa yang lebih kecil (fragmentation).

g. Sel apoptosis; sekelompok apoptolic bodies, perhatikan sefiap
apaptotic bodies masih {erselubungi cleh membran sel yang
utuh (sehingga tidak ada kebocoran sel).

Analisis statistik

Dalam kurun waktu 9 bulan terkumpul 9 sampel dari
sumsum tulang hiposeluler, 27 sampel dari sumsum fulang normo
seluler dan 24 sampel dari sumsum tulang hiper seluler.
Terhadap ketiga kelompok sampel tersebut di uji kemaknaan
beda jumiah se! sumsum tulangnya, perbedaan jumiah sel limfoid
apoplosis, nekrosis, baik dalam bentuk perbedaan proporsi
maupun perbedaan jumlah absolutnya, dengan ANOVA.

HASIL

Pada gambar-2, tampak stroma sumsum tulang
hiposeluler yang miskin sel hematopoitik, sinusoid kosong seolah
tidak berpenghuni (A), sedangkan pada sumsum tulang yang
normoseluler atau hiperseluler sinusoidnya dipadati oleh sel
hematopoitik (B). Pewamaan mengunakan foluidin blue 1%,
memungkinkan melihat sel metakromatik seperti mastosit (mast
cells) atau basofil, yang tampak sebagai sel yang® berwamna
merah-coklat (A, tanda —). Wama fersebut berasal dari granula
metakromatik yang dikandungnya.

Gambar 2. Selularitas sumsum tulang
(Toluidin biue stain, 150 x)

A, Sumsum fulang hiposeluler, tampak sinusoid sumsum tulang yang
kosong tidak tersi atau sangat sedikit terisi oleh sel hematopoitik
{sel sumsum tulang). Tampak mastosit pada sumsum fulang
hiposeluler (—.

B.  Sumsum tulang normoseluler sampai hiperseluler, tampak sinusoid
sumsum tulang yang fersi penuh atau hampir penuh oleh sel
hematopoitik (sel sumsum tulang).

Gambar-3 dan tabel-1 menunjukkan berbagai bentuk
kematian sel yang terdapat di dalam sumsum lulang, yang
diamati secara mikroskopik. Sumsum tulang hiposeluler dari 9
orang penderita anemia aplastik menunjukan peningkatan jumlah
sel limfoid yang mengalami apoptosis (3,63 + 1,77 %], dibanding
sel limfoid sumsum tulang normoseluler (1,71 + 1,97 %) atau
hiperseluler (0,65 + 0,72 %) dari penderita lekemi dan sejenisnya
(p 0,001). Meskipun pada sumsum tulang hiposeluler juga
menunjukan adanya sel limfoid yang nekrofik, tetapi
peningkatannya tidak signifikan (p 0,728).

Tabel 1. Apoptosis dan nekrosis dari sel limfoid serta

kuantitas sel sumsum tulang pada berbagai
selularitas sumsum tulang
seluler (n9) | seluler (n 27) fesluter (n 24)}
~Apoptosis (%) | 363 1.7 0,65
wedi | om | os | ey PO
Apoplosis (fCmm) | 521,85 869,57 53682 | o0ann
isdll | (3646) | (9089) | (3604) |P™
“Nekrosis (%) 172 2,52 2,03 i
kel | 08 | e | s |7
mm 258,24 1750,3 2457 | o 4eg
mmg 2427) | (19759 | (21988 [PV
Rasio
EE o 380 1,19 1.0
W, e 69 (1,65) @15 [PO0S0
Sl sUmsum NG | 1c 036 11 | 7585028 | 14024290
W | (150%040) | (6734402) [(12stes2m) P00

Pada sumsum tulang hiposeluler proporsi sel limfoid yang
mengalami apoptosis jumlahnya lebih banyak dibanding jumiah
yang didapatkan, baik pada sumsum tulang normoseiuler maupun
sumsum tulang hiperseluler, meskipun secara absolut tidak ada
perbedaan. Jumlah sel limfoid yang mengalami nekrosis juga
tidak menunjukkan perbedaan yang bermakna pada ketiga jenis
selularitas sumsum fulang. Rasio apoptosis/nekrosis pada
sumsum tulang hiposeluler lebih tinggi dibanding yang terdapat
pada sumsum tulang normoseluler dan hiperseluler (tabel 1).

Maj. Kedok. Unibraw Vol. XIX, No.1, April 2003




Hal. 35

Gambar 3. Apoptosis dan nekrosis sel limfoid di sumsum
tulang manusia (Wright's stain, 1500 x)

a. Sel limfoid yang apoptosis (Ap), dikelilingi sel limfoid nekrosis (Nek)
dan sel limfoid normal (N).

b. Apopfofic bodies [Ab) tampak dikerumuni makrofag (M), sebagai
fagosit (scavenger cells).

¢ Kelompok sel limfoid yang apoptotik (Ap), tampak satu sel yang
nekrotik (Nek).

d. Kelompok sel limfoid apoptotik (Ap).

Perhatikan dan bedakan. Pada sel yang apopiotik (Ap)
kromatinnya mengalami kondensasi, besaran sel dan seluruh
struktur sel mengkerut (shrinkage) sehingga sel mengecil, dengan
membrane sel yang relatif infact. Pada sel yang nekrotik (Nek)
cenderung membengkak (swelling) secara merata (diffuse),
dengan membrane sel kabur.

PEMBAHASAN

Peneliian ini menunjukkan bahwa kematian sel limfoid
secara apoplosis banyak didapatkan pada sumsum tulang
hiposeluler, sedangkan kematian secara nekrosis banyak pada
sumsum tulang hiperseluler. Hal ini mengisyaratkan bahwa
hiposelularitas yang terjadi pada penderita anemia aplastik yang
diteliti berkaitan dengan peningkatan apoptosis dari sel
hematopoitik (HSC). Meskipun terdapat kematian secara nekrosis
pada sumsum tulang hiposeluler tetapi proporsinya sama dengan
yang didapatkan pada sumsum tulang normo dan hiperseluler.
Tingginya rasio apoptosisinekrosis pada sel limfoid merupakan
isyarat bahwa kematian sel hematopoitik secara apoptosis
berperan penting pada patogenesis hiposelularitas sumsum
tulang pada anemia aplastik.

Pada tabel — 1 tampak bahwa penghitungan jumlah sel
fimfoid apoptosis secara proporsional (%) terhadap seluruh sel
berinti di sumsum tulang memberikan hasil yang signifikan (p
0,001) sedangkan penghitungan secara absolut (sel/Cmm) tidak
signifikan (p 0,188). Hal ini merupakan isyarat bahwa interaksi
antara sel limfoid dengan berbagai jenis sel lainnya di dalam

sumsum tulang berperan penting dalam proses hematopoisis. Hal
tersebut sejalan dengan peranan lingkungan mikro di sekitar sel
hematopoitik (HSC), sebagai penghasil berbagai faktor
pertumbuhan dan sitokin yang sangat diperiukan untuk proliferasi
dan diferensiasi dari HSC. Menurut Mayani et al. lingkungan
mikro (microenvironmenf) terdii dari sel stroma (fibroblast,
makrofag, endotel, dan adiposit), sel asesori (accessory celis;
limfosit T dan monosit) dan matriks ekstra seluler serta sitokin
dan soluble mediator lainnya (22).

Berbagal mediator yang disintesis oleh fibroblas antara
lain interleukin (IL-1, IL-6, IL-7, IL-8), growth facfor (M-CSF, G-
CSF, GM-CSF, SCF) dan IFN-B. Mediator yang disintesis oleh
manosit-makrofag antara lain interleukin (IL-1, IL-6), growth factor
(G-CSF, GM-CSF, M-CSF, PDGF), IFN-a., TNF-a dan TGF-p.
Limfosit T mensintesis interleukin {IL-1, IL-6, IL-9, IL-10), growth
factor (GM-CSF, LIF) dan TNF-c.. Tampak bahwa berbagai
macam mediator disintesis oleh beberapa jenis sel, secara
tumpang-tindih. Kompleksitas ini juga lerjadi pada mekanisme
kerja berbagai mediator tersebut dalam mempengaruhi prolifrasi,
diferensiasi dan kematian sfem cell (8,20,22).

Sebagaimana telah disebutkan di atas, homeostasis
pertumbuhan suatu jaringan ditentukan oleh keseimbangan
dinamik antara proliferasi, diferensiasi dan kematian sel
(apoptosis) dengan sel penyusun jaringan tersebut (3). Sejalan
dengan hal tersebut maka patut dipikirkan bahwa hematopoisis di
dalam sumsum tulang juga ditentukan oleh dinamika dari interaksi
antara sel hematopoik dengan berbagai sel penyusun
lingkungan mikro di sekitarya.

Pentingnya peranan lingkungan mikro  dalam
mempengaruhi pertumbuhan stem cell antara lain tampak pada
berbagai penelitian tentang osfeoclasfagenesis berikut. Secara in
vifro terbukti bahwa TGF-B menghambat osteoclastogenesis
melalui efek stimulasi  sintesis  osleoprotegerin  (suatu
osteoclastogenesis inhibitory factor) oleh sel stroma sumsum
tulang (23). Selain itu juga telah dapat diidentifikasi gen penyandi
osteoclast differentiating factor (ODF) dan terbukli bahwa vitamin
C mempengaruhi kerja ODF dalam osteocisatogenesis (24).
Selain vitamin C ternyata estrogen juga berperan dalam
keseimbangan pada diferensiasi dan akiifasi osteoclast (25).

Berbagai uraian di atas menunjukkan pentingnya
homeostasis interaksi berbagai sel penyusun lingkungan mikro
melalui berbagai mediator yang disintesis. Dari penelitian ini
disimpulkan bahwa kematian sel hematopoitik secara apoptosis
lebih banyak terjadi pada sumsum tulang hiposeluler dibanding
pada sumsum fulang normo dan hiperseluler, sedangkan nekrosis
tidak berbeda. Tingginya proporsi sel limfoid (HSC) yang
mengalami apoptosis pada sumsum tuiang hiposeluler mungkin
berkaitan dengan stimulasi proses apoptosis, melalui berbagai
mediator yang disintesis oleh sel di lingkungan mikro.
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