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ABSTRAK

Latar belakang

Liposarkoma merupakan keganasan jaringan lunak yang cukup sering. Di RSUD Dr. Soetomo Surabaya
didapatkan 30 kasus liposarkoma dengan berbagai skor differensiasi, dari sekitar 150 kasus keganasan
jaringan lunak, dalam rentang waktu 5 tahun periode Januari 2008-Desember2012. CD8 memiliki peran dalam
proses apoptosis. Penelitian ini menganalisis hubungan ekspresi CD8 dengan skor diferensiasi liposarkoma
Metode

Penilaian dilakukan terhadap blok parafin penderita liposarkoma yang didiagnosis di RSUD Dr. Soetomo mulai
Januari 2008-Desember 2012. Sebanyak 30 sampel untuk kepentingan statistik, 18 sampel dilakukan pulasan
imunohistokimia CD8. Hubungan ekspresi CD8 dengan skor diferensiasi liposarkoma menggunakan uji korelasi
Spearman.

Hasil

Ekspresi CD8 lemah pada semua skor diferensiasi (skor 1 dan 2). Uji hubungan antara ekspresi CD8 (p=1,00)
dengan skor diferensiasi liposarkoma menunjukkan tidak didapatkan hubungan yang bermakna.

Kesimpulan

Tidak terdapat hubungan yang bermakna antara ekspresi CD8 dengan skor diferensiasi liposarkoma.

Kata kunci: apoptosis,CD8, liposarkoma.

ABSTRACT

Background

Liposarcoma is a common soft tissue malignancy. 30 cases with different differentiation score of liposarcoma
among 150 cases of soft tissue malignancy, noted in Dr.Soetomo hospital, fromJanuary 2008-December 2012.
CD8 has a role in apoptotic process, whereas HSP70 is an antiapoptotic.This study analyzed the correlation
between CD8 expression with differentiation score of liposarcoma.

Methods

Assessment was performed on paraffin blocks of liposarcoma patients who were diagnosed in Dr. Soetomo
Hospitals during January 2008-December 2012, there are 30 samples and 18 samples stained with CD8.
Correlation between CD8 expression with differentiation score of liposarcoma analyzed with the Spearman’s
correlation.

Results

Expression of CD8 was weak in all differentiation score (score 1 and 2). Testing the relationship between the
expression of CD8 (p=1.00) with differentiation score of liposarcoma showed non significant correlation.
Conclusion

There was no significant correlation between the expression of CD8 and HSP70 with differentiation score of
liposarcoma

Key words: apoptotic,CD8, liposarcoma.
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PENDAHULUAN

Liposarkoma adalah salah satu sarkoma
jaringan lunak yang paling sering ditemukan
(sekitar 9,8-16% dari seluruh sarkoma). Insiden
liposarkoma di USA sekitar 2,5 per satu juta
penduduk dan biasa terjadi pada usia dewasa.!
Di RSUD Dr. Soetomo Surabaya dalam rentang
waktu 5 tahun periode 2008-2012, didapatkan
30 kasus liposarkoma, dari sekitar 150 kasus
keganasan jaringan lunak.

Berdasarkan WHO, secara histopato-
logik, liposarkoma dibagi menjadi empat sub-
tipe/varian histologik, yaitu well differentiated
liposarcoma (WDLS), dedifferentiated liposar-
coma (DDLS), myxoid liposarcoma (MLS)/round
cell liposarcoma (RLS) dan pleiomorphic lipo-
sarcoma (PLS)."® DDLS, RLS dan PLS meru-
pakan liposarkoma high grade malignancy,
agresif dan cenderung metastasis. Sedangkan
WDLS dan MLS adalah tumor low grade yang
sangat jarang terjadi metastasis. Sistem grading
French Federation Nationale des Centres de
Lutte Contre le Cancer (FNCLCC) berdasarkan
skor diferensiasi, mitosis dan nekrosis. Pada
liposarkoma ada tiga skor differensiasi berdasar-
kan tipe histologik yaitu skor 1 (WDLS), skor 2
(MLS) dan skor 3 (DDLS, RLS dan PLS).
Semakin tinggi skor, semakin buruk diferensiasi
liposarkoma serta makin agresif.>®

Proses karsinogenesis pada liposarko-
ma secara garis besar sama dengan neoplasma
umumnya. Salah satunya yaitu adanya inhibisi
terhadap proses apoptosis. Apoptosis adalah
suatu program kematian sel. Apabila ada
hambatan pada apoptosis, maka tumor akan
terus tumbuh.*®

Aktivasi sistem kaspase memiliki bebe-
rapa jalur, salah satunya melalui death receptor
(reseptor Fas) yang berikatan dengan CD8+ T
cell. Peningkatan CD8+ T cell makin banyak
terikat pada death receptor, merangsang pem-
bentukan death inducing signaling complex
(DISC) dan munculnya fas associated death
domain (FADD). Hal ini mangaktivasi sistem
kaspase, dimulai dari kaspase-8 kemudian
kaspase-3 dan akhirnya terjadilah apoptosis,
diakhiri dengan matinya sel tumor.*®?®

Sel tumor sendiri memiliki chaperone
(pelindung) bila terjadi stress yang mengganggu
sintesa protein. Heat shock protein (HSP)
adalah salah satu jenis chaperone, terdiri dari
beberapa jenis berdasarkan berat molekulnya
seperti HSP60, 70 ataupun 90. HSP70 diyakini
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berperan dalam menghambat aktivasi kaspase-
3, mengakibatkan apoptosis tidak terjadi,
sehingga kematian sel terhindarkan dan tumor
tetap tumbuh'®*?. Induksi HSP70 setelah ter-
papar stres membuat sel tumor semakin
imunogenik, menstimulasi sistem imun innate
dan adaptif yang menimbulkan respon dari
cDg+."

Karena itu akan diteliti apakah dasar
teori diatas bisa digunakan pula pada lipo-
sarkoma. Diperkirakan,adanya tumor akan me-
rangsang tubuh melindungi dirinya, salah
satunya melalui proses apoptosis, sehingga
produksi CD8 akan meningkat. Akan tetapi sel
tumor juga memiliki pertahanan diri dengan
mengeluarkan HSP70 yang bertujuan meng-
hambat apoptosis, nhamun sebagai imunogen
makin tinggi HSP70, akan meningkatkan pro-
duksi CD8. Semakin tinggi skor diferensiasi
liposarkoma, diperkirakan semakin rendah CD8
dan semakin tinggi HSP70 yang dikeluarkan.

Berdasarkan uraian di atas, diperlukan
penelitian mengenai ekspresi CD pada berbagai
skor diferensiasi liposarkoma. Sampai saat ini,
penelitian tersebut belum pernah dilakukan di
Laboratorium  Patologi Anatomik Fakultas
Kedokteran Universitas Airlangga/RSUD Dr.
Soetomo Surabaya.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah penelitian observasional
analitik dengan pendekatan cross sectional yang
dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomik
RSUD Dr. Soetomo dengan menggunakan blok
parafin yang telah didiagnosis sebagai lipo-
sarkoma di Rumah Sakit Dr. Soetomo Surabaya
periode Januari 2008-Desember 2012. Data
lengkap penderita diperoleh dari rekam medik
penderita yang tersimpan di Rekam Medik
RSUD Dr. Soetomo.

Dipilih blok parafin yang mengandung
cukup sel tumor serta sel radang limfosit dan
dilakukan pulasan imunohistokimia dengan
menggunakan monoclonal mouse anti human-
CD8 (Lab. Dako, Denmark). Ekspresi protein
CD8 dinilai secara visual dengan mikroskop
cahaya binokuler dan dibuat skor secara semi-
kuantitatif dengan menghitung jumlah sel limfosit
intratumoral  yang  menunjukkan  imuno-
reaktivitas inti pada lapang pandang besar
(pembesaran 400x). Skor (-) apabila tidak tercat;
skor (+1) apabila tercat pada 1-179 limfosit
intratumoral; skor (+2) apabila tercat pada
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180-433 limfosit intratumoral; skor (+3) apabila
tercat pada 434-582 limfosit intratumoral; skor
(+4) apabila tercat pada 583-731 limfosit intra-
tumoral dan skor (+5€) apabila tercat pada 2732
limfosit intratumoral.'®.

Dilakukan pula pulasan imunohisto-
kimia dengan menggunakan concentrate mono-
clonal antibody for human-HSP70 (Lab. Biocare
Medical, USA). Ekspresi protein HSP dinilai
secara visual dengan mikroskop cahaya
binokuler dan dibuat skor secara semikuantitatif
dengan menghitung jumlah sel tumor yang
menunjukkan imunoreaktivitas pada membran
dan sitoplasma dengan pembesaran 400x. Skor
(-) apabila <10% sel tumor yang tercat; skor (+1)
apabila 10-20% sel tumor yang tercat; skor (+2)
apabila >20% sel tumor yang tercat.*

Data yang diperoleh dalam penelitian ini
selanjutnya dianalisis menggunakan perangkat
lunak Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS). Hubungan antara ekspresi CD8 dengan
skor diferensiasi liposarkoma dianalisis dengan
uji korelasi Spearman.

HASIL

Dari pengumpulan data menurut laporan peme-
riksaan histopatologi di Laboratorium Patologi
Anatomi RSUD Dr. Soetomo Surabaya selama
periode Januari 2008 hingga Desember 2012
didapatkan penderita liposarkoma sebanyak 30
kasus, terdiri dari 6 sampel liposakoma skor 1,
13 sampel liposakoma skor 2, 11 sampel lipo-
sakoma skor 3. Dalam penelitian ini dilakukan
simple random sampling diambil 18 sampel,
terdiri atas 6 sampel liposakoma skor 1, 6
sampel liposakoma skor 2, 6 sampel liposakoma
skor 3.

Pada Tabel 1 terlihat bahwa dari 18 usia
penderita liposarkoma bervariasi dari 15 hingga
76 tahun, dengan rerata 47,6 tahun. Usia
terbanyak terjadi pada rentang 40-49 tahun dan
50-59 tahun. Penderita terbanyak berjenis
kelamin wanita (60%), dengan perbandingan
wanita : pria sebesar 1,6 : 1. Lokasi tersering
dijumpai pada ekstrimitas (12/18)

Penelitian ini hanya menemukan eks-
presi CD8 dengan skor di +1 dan +2 (Tabel 2).

Analisis  korelasi Spearman untuk
menghubungkan antara skor diferensiasi lipo-
sarkoma dengan CD8 p=1,00, menunjukkan
tidak terdapat hubungan yang bermakna antara
ekspresi CD8 dengan skor diferensiasi liposar-
koma (p=1,00).
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Tabel 1. Karakteristik penderita liposarkoma.
Skor diferensiasi liposarkoma

Karakteristik 1 > 3 Total
Umur

10-19 th 0 0 1 1

20-29 th 0 0 0 0
Mean 47,6

30-39 th 0 2 1 3

40-49 th 4 1 1 6
Range 15-76

50-59 th 1 3 2 6

60-69 th 1 0 0 1

> 70th 0 0 1 1
Jenis kelamin

Laki-laki 0 4 3 7

Perempuan 6 2 3 11
Lokasi

Ekstrimitas 5 3 4 12

Retroperitoneal 0 1 1 2

Lain-lain 1 2 1 4

Tabel 2. Ekspresi CD8 pada skor diferensiasi lipo-
sarkoma.

Ekspresi CD8

Skor diferensiasi liposarkoma

1 2 3
+1 3 5 4
+2 3 1 2
Total 6 6 6

Ekspresi HSP70 pada semua sampel
menunjukkan hasil negatif.

9 o AP 7
- / ePL’ < J 3 7
- “, b f..» % oy
~ ¥ / Pt
WP 5 ey Y ‘Jy;’.c,
3 W
\ “ . Sl e ¢
- o 2
_ = ¢
b - ¢
> P )
"IA L4 'B

Gambar 1. Liposarkoma dengan ekspresi CD8 skor
+1 (A), CD8 skor +2 (B).

DISKUSI
Pada penelitian ini, kelompok umur terbanyak
terjadi pada rentang 40-49 tahun dan 50-59
tahun yaitu sebesar 33%. Hal ini sesuai dengan
kepustakaan yang menyatakan bahwa liposar-
koma lebih sering terjadi pada usia dewasa.™?

Sampel terutama adalah wanita (60%).
Hal ini tidak sesuai dengan kepustakaan yang
menyebutkan angka kejadian liposarkoma seim-
bang antara pria dan wanita,” hal ini mungkin
disebabkan kurangnya sampel penelitian.

Pada penelitian ini, diketahui bahwa
lokasi tersering liposarkoma secara umum dan
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berdasar skor diferensiasi adalah pada ekstre-
mitas (67%). Hal ini sesuai kepustakaan.*

Penelitian ini tidak terdapat hubungan
yang bermakna antara ekspresi CD8 dengan
skor diferensiasi liposarkoma, sehingga tidak
menemukan adanya perubahan ekspresi CD8.
Semua skor diferensiasi liposarkoma, menunjuk-
kan ekspresi CD8 yang sama yaitu +1 dan +2.
Menurut kepustakaan pada skor 1 terjadi eks-
presi CD8 yang tinggi yang semakin menurun
pada skor 3.>*

Hal ini terjadi karena minimnya sel
inflamasi pada liposarkoma, sehingga induksi
terhadap sel T tidak terlalu kuat, juga karena
adanya faktor imunitas seluler lain yang ber-
peran diduga sel NK. Mungkin juga adanya
hambatan terhadap kerja CD8 oleh molekul lain,
yaitu tumor associated macrophage (TAM).8
Minimnya sel inflamasi pada liposarkoma, tidak
sesuai dengan penelitian ini, karena pada tiap
sediaan ditemukan adanya sel limfosit yang
cukup banyak, sehingga seharusnya tidak
menghambat aktivasi CD8.

Ekspresi CD8 yang rendah bisa
disebabkan adanya faktor imunitas seluler lain
yang berperan.®® Pada liposarkoma, mungkin
sel kanker sangat sedikit mengekspresikan
MHC |, sehingga reaksi CTL sangat lemah, akan
tetapi memacu sel imun yang lain yaitu sel NK.
Sel NK adalah limfosit yang mampu meng-
hancurkan tumor tanpa perlu sensitisasi dan
merupakan lini pertama pertahanan melawan
tumor, merupakan sitotoksik, sitoplasma me-
ngandung protein perforin dan protease
granzyme seperti CDS8, 0yang nantinya akan
meng-induksi apoptosis.l Sel NK berperan
dalam imunosurveilan tumor dengan merang-
sang kematian sel tumor secara langsung,
walaupun tanpa ikatan dengan permukaan
molekul dan peptida antigen. Sel tumor yang
terdeteksi akan mengaktifkan sel NK dengan
konsekuensi produksi sitokin dan pelepasan-
nya.lz’14 Beberapa sitokin tersebut antara lain
TNFa, IFNy, dan interleukin (IL-10). TNFa
dan IL-10 bertindak sebagai proinflamasi dan
imunosupresan. Aktivasi sel NK dan produksi-
nya akan mempengaruhi makrofag, sel dendrit
dan netro-fil, dengan efek lain muncul respon
antigen spesifik sel T dan sel B.>” NK cell
bersama dengan makrofag mengekspresikan
reseptor Fc (FCR) yang mengikatkan dengan
antibodi. Hal ini memungkinkan target sel NK
melalui antibody dependent cellular cytotoxicity
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(ADCC).** Masih diperlukan penelitian lebih
lanjut untuk menemukan peran pasti sel NK
pada lipo-sarkoma.

Pada penelitian ini diduga sel kanker
liposarkoma memiliki TAM, yang berfungsi pro
tumoral dan mampu menghambat fungsi CD8,
dengan beberapa cara. Infiltrasi sel-sel radang
bisa didapatkan pada tumor, terutama makrofag
dan limfosit, yang akhirnya memunculkan
konsep bahwa sel radang berperan mendorong
pertumbuhan dan perkembangan pada ling-
kungan mikro tumor.’*™® Makrofag merupakan
sel imun yang penting dan banyak ditemukan
pada stroma tumor. Mayoritas sel tumor
diketahui mengandung makrofag sebagai kom-
ponen terbesar dari infiltrasi leukosit. Makrofag
dalam lingkungan tumor tersebut disebut
sebagai TAM, berasal dari prekursor monosit di
darah tepi yang direkrut ke dalam massa tumor
oleh faktor pertumbuhan dan sitokin yang
diproduksi oleh sel kanker dan stroma tumor.
Monosit yang direkrut memasuki tumor, ber-
diferensiasi menjadi TAM dan terakumulasi
pada area tumor yang hipoxia. Respon TAM
terhadap hipoxia adalah peningkatan regulasi
dari faktor transkripsi yang akan mengaktifasi
gen mitogenik, angiogenik dan pro invasif .
Memiliki peran dalam progresi tumor, saat TAM
teraktivasi akan mengeluarkan faktor pertum-
buhan, sitokin, mediator radang dan enzim
proteolitik.™

Sel tumor menghasilkan kemoatraktan
yaitu CCI. Peran penting CCl dalam akumulasi
makrofag pada daerah tumor didukung oleh
adanya level tumor derived CCI yang berhu-
bungan dengan didapatkannya banyak TAM
pada beberapa jenis adenokarsinoma. Reaksi
monosit darah terhadap tumor tidak hanya diatur
oleh kemokin, tapi juga oleh molekul-molekul
seperti VEGF, PDGF, TFG dan M-CSF, yang
mana berfungsi kemotaktik terhadap monosit/
makrofag, yang 'éuga mendorong makrofag untuk
berdiferensiasi.’

TAM memiliki fungsi protumoral antara
lain dengan menghasilkan faktor pertumbuhan
dan survival untuk sel tumor (EGF, IL-6,
CXCLS8), faktor angiogenesis (EGF, FGF, VEGF,
PDGF, TGF-B), degradasi matriks ekstraseluler
serta aktifitas remodeling jaringan dan menekan
respon imun adaptif.***’

Penting dibahas pada penelitian ini
adalah TAM yang memiliki kemampuan meng-
hambat respon imun, dalam hal ini CDS.
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Mekanisme yang dibahas ada dua, yaitu melalui
penghambatan FasL dan produksi TGF-B."

Beberapa cara meloloskan diri dari
sistem imun antara lain ketika tumor meng-
ekspresikan Fas ligand (FasL) yang menginduk-
si apoptosis dari Fas sel efektor imun, sehingga
tumor lolos dari serangan sistem imun.'” TAM
diyakini merupakan mediator yang mampu
menyebabkan apoptosis dari sel imun anti tumor
tanpa meningkatkan FasL terkait keradangan.
TAM akan mencerna sel apoptotik yang dihasil-
kan sitokin pro inflamasi melalui mekanisme
autokrin/parakrin yang melibatkan perkembang-
an TGF B1, PGE2 dan PAF." Sel apoptotik
yang dicerna makrofag akan mengeluarkan
FasL larut, yang mampu menginduksi apoptosis
leukosit. Hal ini menunjukkan bahwa TAM
bersama dengan tumor FasL positif memiliki
daya apoptotik tinggi terhadap sel T, sehingga
dianggap bertanggung jawab terhadap immune-
escape mechanisms pada kanker lambung."’

Mekanisme lain adalah TAM mempro-
duksi IL-10, TGF-B dan indoleamine 2,3-dioxy-
genase (IDO), yang merupakan faktor imuno-
supresif. Paling utama adalah TGF-Bf yang
secara langsung menginduksi Treg dengan
interaksi antar sel melalui membran terikat TGF-
B. Treg mampu menekan efek sitotoksisitas dari
CD8 dan berperan dalam menghindari imun
sistem.”® Penelitian lain menyatakan bahwa
TGF-B dan IL-10 adalah sitokin regulator imun
yang dikenali dan dihasilkan oleh lingkungan
mikro tumor. TGF-B sendiri merupakan sitokin
imunosupresif yang menghambat respon imun
termasuk imunitas anti kanker. Meskipun
demikian, efek TGF-f3 pada sel imun tergantung
pada lingkungan mikro dan sitokin serta faktor
lain. TGF-B akan mensupresi IFNy yang dipro-
duksi Thl dan CD8+ sel T, bersamaan dengan
merangsang produksi Foxp3+ T reg dan diferen-
siasi sel Th17, yang bila berjalan bersama akan
meningkatkan pertumbuhan dan progresi tumor.
TGF-B juga menghambat produksi dari IL-6,
TNF and IL-1 yang mampu menghambat
proses inflamasi yang berhubungan dengan
kanker.*

Pada penelitian ini semua sampel me-
nunjukkan ekspresi HSP70 negatif atau setara
skor 0. HSP70 adalah molecular chaperone
yang berfungsi menjaga kelangsungan hidup sel
dengan melindungi dari proteolisis protein yang
rusak. Apabila skor diferensiasi semakin me-
ningkat, dianggap proses apoptosis tidak terjadi,
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atau fungsi antiapoptotik berjalan. Dalam hal ini
dapat diartikan seharusnya HSP70 semakin
tinggi pada skor diferensiasi tinggi.

Pada penelitian ini tidak didapatkan
ekspresi HSP70, hal ini bisa dikarenakan ada
antiapoptotik lain yang bekerja pada lipo-
sarkoma, yaitu HSP90 dan HSP27, yang
dihasilkan oleh HSF1 bersama dengan HSP70.
HSP 90 merupakan salah satu heat-related
proteins tersering. Perannya dalam sel kanker
juga merupakan antiapoptotik dengan mekanis-
me Kkerja antara lain menstabilkan beberapa
reseptor growth factor, seperti EGFR dan
molekul sinyal termasuk protein PI3K dan AKT.
Karena itu bila terjadi inhibisi pada HSP90,
maka akan terjadi apoptosis melalui inhibisi jalur
sinyal PIBK-AKT serta growth factor. Peran lain
HSP90 adalah stabilisasi protein mutan v-Src
dan p53, sehingga tampaknya HSP90 dapat
berguna sebagai pelindung protein kurang stabil
yang dihasilkan oleh mutasi DNA. HSP90 juga
mampu menginduksi VEGF dan nitric oxide
synthase yang penting dalam proses angio-
genesis yang dibutuhkan dalam pertumbuhan
tumor.

HSP27 termasuk kelompok chaperone
of small heat shock protein (sHSP), juga mampu
menghambat apoptosis. Terlibat dalam jalur
apoptosis melalui interaksi dengan membran
luar mitokondria dan mengganggu aktifasi dari
cytochrome c/Apaf-1 yang akhirnya meng-
hambat aktifasi procaspase-9. Pada kanker
payudara Hsp27 merupakan marker diagnostik
yang potensial.”’ Untuk mengetahui peran
HSP90 dan HSP27 dalam liposarkoma, diperlu-
kan penelitian lebih lanjut.

Dugaan lain adalah ekspresi CD8 yang
terlalu rendah kurang adekuat untuk menimbul-
kan stress atau rangsangan agar terjadi proses
apoptosis, sehingga sel tumor tidak merasakan
adanya ancaman yang mengharuskan dirinya
untuk mengeluarkan HSP70 sebagai pelindung.

KESIMPULAN

Kesimpulan penelitian ini adalah tidak terdapat
hubungan antara ekspresi CD8 dengan skor
diferensiasi liposarkoma.
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