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ABSTRAK

Latar belakang

Tumor astrositik difus (TAD) merupakan tumor astrositoma difus yang infiltratif disertai dengan parameter molekular berupa ada atau
tidaknya mutasi gen Isositrat Dehidrogenase (IDH). Kategori TAD tanpa disertai pemeriksaan mutasi gen IDH diklasifikasikan sebagai Not
Otherwise Specified (NOS). Ki-67 merupakan penanda untuk melihat proliferasi TAD sehingga dapat menilai derajat TAD. Perilaku TAD
dipengaruhi oleh kemampuan proliferasi serta adanya tumor microenvironment. Faktor tumor microenvironment PD-L1 mempengaruhi
perilaku TAD dan memungkinkan pengembangan terapi target pada kasus TAD. Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis hubungan
antara imunoekspresi PD-L1 dan Ki-67 pada derajat histopatologi TAD.

Metode

Penelitian potong lintang pada 30 blok parafin kasus TAD NOS sejak tahun 2014-2018 di Departemen Patologi Anatomik RSUP dr. Hasan
Sadikin, Bandung. Sampel terdiri atas 15 kasus derajat Il, 7 kasus derajat lll, dan 8 kasus derajat IV yang dilakukan pewarnaan
imunohistokimia dengan GFAP, PD-L1 dan Ki-67. Penilaian imunoekpresi PD-L1 dilakukan dengan metode histoscore. Penilaian Ki-67
dinilai berdasarkan distribusinya yaitu <10% dan 210%. Imunoekspresi PD-L1 dan Ki-67 dengan derajat histopatologi pada TAD dianalisis
secara statistik dengan uji Kolmogorov Smirnov, sedangkan hubungan imunoekspresi PD-L1 dan imunoekspresi Ki-67 dinilai dengan uji chi-
square.

Hasil

Terdapat hubungan yang signifikan antara imunoekpresi PD-L1 dengan derajat histopatologi pada TAD (p=0.005). Terdapat hubungan yang
signifikan antara imunoekpresi Ki-67 dengan derajat histopatologi TAD dan dengan PD-L1 (p=0,001 dan p=0,010).

Kesimpulan

Imunoekspresi PD-L1 dan tingkat proliferasi mempengaruhi derajat TAD. Tingkat proliferasi TAD dipengaruhi oleh PD-L1 sehingga pada
penelitian ini, PD-L1 dan Ki-67 dapat digunakan sebagai salah satu penanda prediktor prognosis.

Kata kunci : derajat histopatologi, Ki-67, PD-L1, tumor astrositik difus.

Analysis of Immunoexpression of Programmed Death Ligand 1 (PD-L1) and
Proliferation Index Ki-67 on Diffuse Astrocytic Tumours (DAT)

ABSTRACT

Background

Diffuse astrocytic tumours (DAT) is a diffuse infiltrative astrocytoma tumor accompanied by molecular parameters in the form or absence of
Isocitrate Dehydrogenase (IDH) gene mutations. The DAT category without the examination of the IDH gene mutation is classified as Not
Otherwise Specified (NOS). Ki-67 is a marker for DAT proliferation so that it can assess the degree of DAT. Diffuse astrocytic tumours
behavior is influenced by proliferative ability and the presence of a tumor microenvironment. The tumor microenvironment PD-L1 factor
influences DAT behavior and allows the development of target therapy in DAT cases. This study aimed to analyze the relationship between
PD-L1 and Ki-67 imunoexpression in the histopathological degree of DAT.

Methods

Cross-sectional study of 30 paraffin blocks of DAT NOS cases from 2014-2018 in the Department of Anatomical Pathology RSUP dr. Hasan
Sadikin, Bandung. The sample consisted of 15 cases of grade Il, 7 cases of grade Ill and 8 cases of grade IV, carried out
immunohistochemical staining with GFAP, PD-L1 and Ki-67. Assessment of PD-L1 immunoexpression was carried out by the histoscore
method. The Ki-67 assessment was assessed based on its distribution, which was <10% and 210%. PD-L1 and Ki-67 immunoexpression
with histopathological degrees in DAT were statistically analyzed by Kolmogorof Smirnov test, however association between
immunoexpression of PD-L1 and Ki-67 were analyzed by chi-square test.

Results

There was a significant relationship between PD-L1 immunoexpression and histopathological degree in DAT (p=0.005). There was a
significant relationship between Ki-67 immunoexpression and DAT histopathology degree and with PD-L1 (p=0.001 and p=0.010).
Conclusion

PD-L1 immunoexpression and proliferation rates affect the degree of DAT. Proliferation rate of DAT is influenced by PD-L1 so that in this
study, PD-L1 and Ki-67 can be used as a marker of prognosis predictors.

Key words : histopathological degree, Ki-67, PD-L1, diffuse astrocytic tumours.
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PENDAHULUAN

Tumor astrositik difus (TAD) adalah tumor
astrositoma difus yang infiltratif dan disertai
dengan parameter molekular berupa ada
tidakn}/a mutasi gen Isocitrate Dehydrogenase
(IDH).” Kategori TAD tanpa disertai pemeriksaan
mutasi gen IDH diklasifikasikan sebagai Not
Otherwise Specified (NOS)." Berdasarkan data
GLOBOCAN International Agency for Research
on Cancer (IARC) tahun 2018, insidensi tumor
otak dan sistem saraf menempati urutan
keenam belas dan kematian karena tumor ini
menempati urutan ketiga belas di Indonesia.” Di
Korea Selatan, tipe histopatologi glioma urutan
pertama yaitu glioblastoma (46,2%), kemudian
astrositoma not otherwise specified (NOS%
(7,2%), dan anaplastik astrositoma (7,1%).
Secara histopatologi, pembagian derajat tumor
astrositik  difus dibagi berdasarkan pada
gambaran morfologi sel tumor, gambaran inti
sel, indek mitosis dan ada tidaknya proliferasi
mikrovaskular dan atau nekrosis sehingga dapat
dibagi menjadi derajat Il, Ill, dan IV.' Pada
gambaran morfologi, TAD terdiri atas astro-
sitoma difus dan gemistositik difus sebagai
variannya (derajat Il), anaplastik astrositoma
(derajat Ill), dan glioblastoma (derajat IV).l

Programmed death ligand 1 (PD-L1)
merupakan ligan reseptor trans-membran dan
sinyal regulator negatif sel T yang meningkat
pada beberapa tumor termasuk glioma dan
berikatan dengan dengan Programmed death 1
(PD-1) pada sel T, sel B, sel dendritik dan
natural killer T cells, membuat sel tumor memiliki
mekanisme untuk dapat menghindari serangan
imunitas sampai terjadinya supresi pada sel-sel
imun.*® Ekspresi PD-L1 berhubungan dengan
proliferasi sel tumor pada glioma dan ditemukan
pula pada kanker payudara.4 Perilaku TAD
dipengaruhi oleh tingkat proliferasi dan tumor
microenvironment, terdiri atas sel-sel yang
berproliferasi, stroma tumor, pembuluh darah,
infiltrasi sel-sel inflamasi dan berbagai sel-sel
jaringan yang terkait.’

Pemberian terapi tumor astrostik difus
saat ini berupa operasi, radioterapi dan kemo-
terapi, meskipun menampakkan kemajuan tetapi
kelangsungan hidup pasien secara keseluruhan
masih rendah. Salah satu penyebabnya adalah
mekanisme tumor yang menekan respon imun
dengan cara menurunkan presentasi antigen,
meningkatkan protein anti inflamasi, dan
mempromosikan perluasan sel efektor imuno-

90

P-ISSN 0215-7284
e-1SSN 25279106
Terakreditasi KEMENRISTEKDIKTI/Sinta-3

supresif.* Saat ini telah dikembangkan imuno-
terapi yang telah menjadi salah satu terapi baru
untuk terapi kanker. Salah satunya adalah target
immune checkpoint dari imunoterapi anti kanker
dengan antibodi PD-1 dan ligannya Pro-
grammed death ligand 1 (PD-L1), merupakan
salah satu modalitas terapi untuk Non-small cell
lung cancer (NSCLC).”

Penanda proliferasi Ki-67 merupakan
antigen inti sel yang terekspresi pada fase G1,
S, G2, dan M pada siklus sel dan tidak
terekspresi pada saat fase istirahat.? Pada tumor
astrositik difus, Ki-67 digunakan sebagai indeks
proliferasi sel tumor dalam penentuan derajat
histopatologi yang bertujuan memprediksi peri-
laku biologis tumor dan prognosis bagi pasien.9
Pada penelitian Stoyanov dkk.(2017), didapat-
kan hasil yang berbeda yaitu persentase rata-
rata Ki-67 tidak dapat digunakan dalam
menentukan derajat histopatologi pada tumor
astrositoma, meskipun beberapa penelitian
lainnya melaporkan hasil yang berbeda.™

Penelitian ini bertujuan untuk meng-
analisis hubungan antara PD-L1 dan indeks
proliferasi Ki-67 pada derajat histopatologi TAD.
Adanya peran PD-L1 dan indeks proliferasi Ki-
67 pada derajat histopatologi TAD, maka
diharapkan ekspresi PD-L1 dan Ki-67 dapat
digunakan sebagai salah satu prediktor prog-
nosis pada TAD.

METODE PENELITIAN

Sampel penelitian ini berupa 30 blok parafin
kasus TAD NOS yang memiliki data rekam
medis yang lengkap di Departemen/Instalasi
Patologi  Anatomik  Fakultas  Kedokteran
Universitas Padjadjaran/RSUP  Dr. Hasan
Sadikin Bandung selama periode 1 Januari 2014
sampai 20 Desember 2018.

Desain penelitian ini berupa observasio-
nal analitik dengan rancangan potong lintang.
Penentuan derajat histopatologi TAD ditentukan
melalui pemeriksaan histopatologi dengan
pewarnaan hematoxylin-eosin berdasarkan mor-
fologi sel tumor, gambaran inti sel, dan ada
tidaknya proliferasi mikrovaskular dan atau
nekrosis, sehingga didapatkan derajat Il, 11I, dan
IV sebanyak 15, 7, dan 8 kasus. Dilakukan
pewarnaan imunohistokimia dengan antibodi
GFAP, PD-L1, dan Ki-67 pada seluruh sampel
penelitian. Penanda GFAP digunakan untuk
mendukung diagnosis TAD. Masing-masing blok
parafin dipotong setebal 4 mikron dan
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selanjutnya dilakukan deparafinisasi dengan
xylol dan alkohol. Pulasan imunohistokimia
menggunakan metode labeled streptavidin biotin
immunoperoxide complex dengan antibodi
monoklonal GFAP klon GA-5 (Biocare) dengan
dilusi 1/150, antibodi monoklonal PD-L1 klon 28-
8 (Abcam) dengan dilusi 1/200 dan antibodi
monoklonal Ki-67 klon SP6 (Cell Marque)
dengan dilusi 1/100.

Imunoekspresi PD-L1 tampak pada
terwarnainya membran dan atau sitoplasma sel
menjadi warna coklat. Imunoekspresi Ki-67
terlihat pada terwarnainya inti sel (nukleus)
dengan warna coklat. Imunoekspresi PD-L1
dinilai berdasarkan distribusi dan intensitas
dengan skor distribusi sebagai berikut: negatif
(0), <20% (1), 20-50% (2), 50-80% (3), >80% (4)
dan skor intensitas sebagai berikut: negatif (0),
lemah (1), sedang (2), kuat (3). Histoskor
merupakan perkalian skor distribusi dan
intensitas dengan skor 0-4 dikategorikan rendah
dan 6-12 dikategorikan tinggi.'* Indeks
proliferasi rendah (ekspresi Ki-67 positif) bila
<10% inti sel terpulas coklat dan dinilai tinggi
bila 210% inti sel terpulas coklat.® Analisis
statistik yang digunakan adalah uji chi-square
dengan alternatif uji Kolmogorov Smirnov dan
Exact Fisher apabila syarat dari chi-square tidak
terpenuhi dengan batas kemaknaan p<0,05
untuk mengetahui hubungan antara ekpresi PD-
L1 dan Ki-67 pada derajat histopatologi tumor
astrositik difus.

HASIL PENELITIAN

Pada 30 sampel penelitian ini menunjukkan
rentang umur pasien TAD antara 15-73 tahun
dengan rerata 44 tahun. Jenis Kkelamin
terbanyak pada pasien TAD adalah jenis
kelamin laki-laki sebanyak 21 orang (70%).
Ukuran tumor pada TAD antara 2-8 sentimeter
dengan rerata 4,9 sentimeter (Tabel 1).

Pada pulasan imunohistokimia PD-L1
dengan penilaian modifikasi histoskor, menun-
jukkan kategori rendah (skor 0-4) sebanyak 14
(46,7%) kasus dan kategori tinggi sebanyak 16
(53,3%) kasus (tabel 1). Pada pulasan
imunohistokimia Ki-67 kategori rendah (<10%)
sebanyak 19 (63,3%) kasus dan kategori tinggi
(210%) sebanyak 11 (36,7%) kasus (Tabel 1).
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Tabel 1. Karakteristik subyek penelitian

iy > 0
Karakteristik Kasus (N=30) %

Usia
Mean+Std 44,33+15,146
Range (min-max) 15,00-73,00
Jenis Kelamin
Laki-laki 21 70
Perempuan 9 30
Ukuran tumor (sentimeter)
Mean+Std 4,90+1,5971
Median 5,00
Range (min-max) 2,00-8,00
Ekspresi PD-L1(histoskor)
Rendah 14 46,7
Tinggi 16 53,3
Ekspresi Ki-67
<10% 19 63,3
210% 11 36,7

Tabel 2 menunjukkan hubungan antara
PD-L1 dengan derajat TAD. Berdasarkan data
tersebut didapatkan hasil yang signifikan. Uiji
Kolmogorov Smirnov untuk mengetahui hubung-
an antara ekspresi PD-L1 pada kelompok
derajat histopatologi TAD didapat nilai p<0,05
(p=0,005); berarti menunjukkan hubungan yang
bermakna.

Tabel 2. Hubungan antara PD-L1 dengan kelompok

derajat histopatologi tumor astrositik difus.
Derajat histopatologi tumor astrositik
difus

Variabel Derajat Il Derajat Ill  Derajat IV Nilai p
n-15 n=7 n=38

Imunoekspresi

PD-L1 0,005

Rendah 11 (73,3%) 0 (0,0%) 3 (37,5%)

Tinggi 4 (26,7%) 7 (100,0%) 5 (62,5%)

Pada Tabel 3 imunoekspresi indeks
proliferasi Ki-67 pada TAD tampak meningkat
sesuai dengan tingkat derajatnya. Berdasarkan
hasil uji statisik Kolmogorov Smirnov untuk
mengetahui hubungan antara ekspresi Ki-67
pada kelompok derajat histopatologi TAD,
didapatkan nilai p<0,05 (p=0,001); berarti
menunjukkan hubungan yang bermakna.

Tabel 3. Hubungan antara Indeks proliferasi Ki-67
dengan kelompok derajat histopatologi tumor
astrositik difus.

Derajat histopatologi tumor astrositik

. difus .
Variabel Derajat Il Derajat 11l Derajat IV Nilai P
N=15 N=7 N=8
Ki67 0,001**

Positif <10% 14 (93,3%) 4 (57,1%)  1,(12,5%)
Positif 210% 1(6,7%)  3(42,9%)  7,(87,5%)
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Pada Tabel 4 imunoekspresi PD-L1
dengan imunoekspresi Ki-67 pada TAD
didapatkan hasil yang signifikan. Uji chi-square
untuk mengetahui hubungan antara ekspresi
PD-L1 pada kelompok persentase Ki-67 pada
TAD didapat nilai p<0,05 (p=0,010); berarti
menunjukkan hubungan yang bermakna.

Tabel 4. Perbandingan antara ekspresi PD-L1 dan
kelompok persentase Ki-67 pada tumor astrositik
difus.

Persentase Ki-67

Variabel <10% >10% Nilai p
N=16 N=14

Kategori 0,010**

histoskor PD-L1

Rendah (0-4) 11 (68,8%) 3 (21,4%)

Tinggi (6-12) 5(31,3%) 11 (78,6%)

Gambar A. Imunoekspresi PD-L1 intensitas kuat
>80% pada glioblastoma (derajat 1V). Imunoekspresi
PD-L1 pada membran dan atau sitoplasma pada sel
tumor terpulas coklat (imunohistokimia, 200x)

Gambar B. Imunoekspresi PD-L1 intensitas sedang

>80% pada Anaplastik astrositoma (derajat IlI)
(imunohistokimia, 200x)
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Gambar C. Imunoekspresi PD-L1 intensitas lemah 20-
50% pada astrositoma difus (derajat Il) (imuno-
histokimia, 200x).

Gambar D.
glioblastoma (derajat 1V). Imunoekspresi Ki-67 pada
inti sel tumor terpulas coklat (imunohistokimia, 200x)

Imunoekspresi  Ki-67 =210% pada

DISKUSI

Berdasarkan klasifikasi WHO mengenai tumor
susunan saraf pusat (2016), tumor astroscytic
difus (TAD) merupakan salah satu bagian dari
glioma terdiri atas astrositoma difus, anaplastik
astrosistoma,dan glioblastoma dengan disertai
ada tidaknya gambaran molekuler berupa
mutasi isositrat dehidrogenase (IDH) atau tipe
wild type."™® Pada penelitian ini seluruh kasus
merupakan TAD NOS, karena tidak dilakukan
pemeriksaan mutasi IDH. Usia pada tumor
astrositik difus pada Il dan Ill hampir sama yaitu
rata-rata 38 tahun dan pada derajat IV yaitu usia
rata-rata lebih dari 55 tahun." Angka kejadian
tumor astrositik difus pada jenis kelamin laki-laki
lebih banyak dibandingkan dengan
perempuan.'** Pada penelitian ini didapatkan
usia rerata pada tumor astrositik difus adalah 43
tahun dengan angka kejadian lebih sering terjadi
pada laki-laki (70%) dibandingkan dengan
perempuan. Penilaian ukuran tumor astrositik
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difus pada pemeriksaan pencitraan berguna
sebagai salah satu indikator faktor resiko dalam
menilai prognosis pasien. Bila ukuran tumor
26cm, maka mempunyai prognosis yang buruk
ditambah dengan faktor resiko yang lainnya.*®

Imunoekspresi PD-L1 berbeda-beda
berdasarkan derajatnya pada tumor astrositik
difus, terutama ekspresi PD-L1 akan semakin
meningkat secara signifikan terutama pada
glioblastoma (derajat 1V)."® Menurut Wang
dkk.(2016), ekspresi yang tinggi pada PD-L1
terlihat pada tumor astrositik difus derajat IV
dibandingkan derajat Il dan 11."" Ekspresi PD-L1
sebagai mekanisme supresi imun yang
meningkat pada banyak jenis sel kanker,
seringkali berhubungan dengan prognosis
pasien yang buruk dan menjadi prediktor dari
respon antibodi terhadap PD-1/PD-L1."® Pada
penelitian ini, ekspresi PD-L1 kategori tinggi
pada tumor astrositik difus derajat Il, 1, dan IV
adalah 26,7%, 100%, dan 62,5%. Hasil
penelitian ini sesuai dengan hasil penelitian
Wang dkk.(2016). Imunoekspresi PD-L1 yang
tinggi bisa didapatkan pada tumor astrositik
derajat rendah (derajat 1l) bila status molekular
pada tumor astrositik difus merupakan tipe wild-

16
type.

Indeks proliferasi yang tinggi berhu-
bungan dengan astrositoma derajat tinggi dan
rendahnya angka kesintasan hidup.*® Nilai Ki-67
yang lebih dari 10% merupakan nilai cut off
yang dapat diterima untuk mengindikasikan
adanya potensi ke arah keganasan dan
prognosis yang lebih buruk, sehingga penilaian
Ki-67 dapat menjadi indikator prognostik
potensial dan penentuan derajat untuk
astrositoma.®™ Penilaian Ki-67 menjadi sangat
penting karena didapatkan interpretasi dan
variasi penilaian yang berbeda-beda pada
beberapa penelitian.8 Penilaian Ki-67 menurut
WHO pada TAD deralat I, I, dan IV yaitu <4%,
5-10%, dan 15-20%."% Penggunaaan nilai cut
off 10% dapat digunakan untuk untuk penilaian
derajat pada TAD.? Pada penelitian ini
didapatkan bahwa penilaian Ki-67 secara semi
kuantitatif dengan nilai cut off 10% pada derajat
TAD memberikan hasil yang signifikan.

Programmed Death Ligand 1 (PD-L1)
berhubungan erat dengan derajat patologi dari
tumor astrositik difus dan protein ini terlibat pada
angiogenesis, proliferasi dan invasi yang
berhubungan dengan progresi ganas tumor
astrositik difus.® Ekspresi PD-L1 yang tinggi
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pada adenokarsinoma subtipe histologi predomi-
nan solid paru, dan berhubungan dengan indeks
proliferasi Ki-67.”* Ekpresi PD-L1 berhubungan
dengan epithelial-to-mesenchymal transition
(EMT) yang berhubungan erat dengan proliferasi
dan sifat agresif tumor yaitu invasi dan migrasi
yang berpotensi pada metastasis.”*** Pada
penelitan  Qiu dkk (2018), PD-Llintrinsik
meningkatkan proliferasi sel dan ekspresi gen
yang diubah PD-L1 dalam regulasi positif
kaskade MAPK, tranduksi sinyal protein RAS
dalam kaskade Erkl dan Erk2 menunjukkan
peran utama sinyal Ras-MAPK pada glioblas-
toma serta mengaktivasi EMT melalui jalur
sinyal dependen MEK-Erk yang menyebabkan
terjadinya proliferasi, migrasi dan invasi.”®
Hubungan tersebut terbukti pada penelitian ini
berupa hubungan yang signifikan antara
imunoekspresi PD-L1 dan Ki-67 pada TAD.
Hasil pada penelitian ini sesuai dengan hasil
penelitian sebelumnya. PD-L1 terlibat pada
proliferasi sel dan progresi tumor yang keduanya
menyebabkan prognosis menjadi buruk.*
Peningkatan PD-L1 dikarenakan disfungsi CD8
pada sel T, ditambah dengan transisi EMT dapat
meningkatkan kemampuan metastasis.?*

KESIMPULAN

Imunoekspresi PD-L1 dan tingkat proliferasi
mempengaruhi derajat TAD. Tingkat proliferasi
TAD dipengaruhi oleh PD-L1 sehingga pada
penelitian ini, PD-L1 dan Ki-67 dapat digunakan
sebagai salah satu penanda prediktor prognosis.
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