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ABSTRAK

Latar belakang

Tipe terbanyak dari limfoma non-Hodgkin (LNH) sel B adalah diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) yang merupakan
entitas heterogen. Hans membagi DLBCL menjadi subtipe germinal center B-cell-like (GCB) dan non-germinal center
B-cell-like (non-GCB) dengan tehnik pemeriksaan imunohistokimia menggunakan CD10, BCL6 dan MUM1. GCB
mempunyai prognosis baik dan non-GCB berprognosis buruk. Caspase-3 adalah protein yang berperan utama dalam
mekanisme apoptosis dan dapat mengalami mutasi somatik pada LNH. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui
perbedaan imunoekspresi Caspase-3 pada DLBCL subtipe GCB dan non-GCB yang mungkin berkaitan dengan
perbedaan prognosis kedua subtipe tersebut.

Metode

Pemeriksaaan imunoekspresi Caspase-3 pada kasus pasien DLBCL yang terdiri atas subtipe GCB dan non-GCB
dilakukan dengan tehnik imunohistokimia. Subjek penelitian berasal dari blok parafin di Departemen Patologi Anatomik
FKUI/RSCM dan enam rumah sakit lainnya di Jakarta. Metode penelitian observasional deskriptif analitik dengan
pendekatan cross sectional. Prosedur pulasan imunohistokimia dengan cara Trekavidin biotin dan penilaian dilakukan
oleh dua orang peneliti tanpa diketahui jenis subtipe GCB atau non-GCB.

Hasil

Ditemukan 41 kasus DLBCL yaitu 18 kasus subtipe GCB dan 23 kasus subtipe non-GCB. Subtipe GCB memberikan
hasil positif dengan pulasan Caspase-3 berjumlah 13 kasus (72%) dan negatif berjumlah 5 kasus (28%). Hasil yang
didapatkan dari subtipe non-GCB yaitu positif berjumlah 5 kasus (22%) dan negatif berjumlah 18 kasus (78%).
Terdapat perbedaan bermakna imunoekspresi Caspase-3 antara DLBCL subtipe GCB dengan subtipe non-GCB
(p=0,002). Imunoekspresi Caspase-3 menunjukkan positivitas yang lebih tinggi pada DLBCL subtipe GCB
dibandingkan dengan subtipe non-GCB.

Kesimpulan

Penelitian ini menunjukkan bahwa imunoekspresi Caspase-3 pada kedua subtipe DLBCL berbeda secara bermakna,
di mana lebih tinggi pada subtipe GCB dibandingkan pada subtipe non-GCB. Hal ini mungkin dapat menjelaskan latar
belakang perbedaan prognosis di antara kedua subtipe tersebut.

Kata kunci: apoptosis, caspase-3, DLBCL, GCB, non-GCB.

ABSTRACT

Background

The most common type of B-cell non-Hodgkin lymphoma (NHL) is diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) which is a
heterogeneous entity.Hans divided DLBCL into germinal center B-cell-like (GCB) and non-germinal center B-cell-like
(non-GCB) subtypes by using immunohistochemistry staining with CD10, BCL6 and MUM1. GCB subtype showed
better prognosis than non-GCB subtype. Caspase-3 is a protein which plays a role in the mechanism of apoptosis and
may have somatic mutation in NHL. This study was performed to analyze the difference of Caspase-3
immunoexpression between GCB and non-GCB subtypes of DLBCL that may be related to different prognosis between
these subtypes.

Methods

Immunoexpression examination of Caspase-3 in DLBCL cases, the GCB and non-GCB subtypes were performed by
using immunohistochemistry technique. Research subjects were originated from paraffin blocks in the Department of
Anatomical Pathology, FMUI/RSCM and from 6 other hospitals in Jakarta. Method of reseach was analytic descriptive
observational with cross sectional approach. Immunohistochemical procedure were performed by using Trekavidin
biotin and assessed blindly by two authours, without knowing the subtype of the cases.

Results

Forty-one cases of DLBCL, consisted of 18 GCB and 23 non-GCB cases. The number of GCB subtype which showed
positive Caspase-3 staining was 13 cases (72%) and negative in 5 cases (28%). The number of non-GCB subtype
which showed positive Caspase-3 staining was 5 cases (22%) and negative in 18 cases (78%). There was significant
difference of Caspase-3 immunoexpression between GCB and non-GCB subtype of DLBCL (p=0.002). The positivity of
Caspase-3 expression was higher in GCB subtype than non-GCB subtype of DLBCL.

Conclusion

This research showed that Caspase-3 immunoexpression in the two subtypes of DLBCL was significantly different,
which is higher in GCB subtype than in non-GCB subtype. This result may explain the background in prognosis
different between both subtype.

Key words : apoptosis, caspase-3, DLBCL, GCB, non-GCB.
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PENDAHULUAN

Limfoma malignum adalah suatu penyakit kega-
nasan yang berasal dari limfosit (sel T, sel B)
dan sel natural killer. Limfoma malignum dibagi
dalam dua kelompok utama vyaitu limfoma
Hodgkin dan limfoma non-Hodgkin (LNH). Dua
kelompok ini dibagi lagi dalam beberapa tipe
sesuai dengan klasifikasi WHO."®

Lebih dari 90% LNH di dunia meru-
pakan limfoma yang berasal dari sel B matur.
Angka kejadian LNH sel B matur mencapai
sekitar 4% dari semua kasus baru keganasan
setiap tahun di dunia. Tipe terbanyak dari LNH
sel B adalah diffuse large B-cell lymphoma, not
otherwise specified (DLBCL, NOS), yaitu men-
capai sekitar 30% dari seluruh kasus LNH di
negara Barat, presentase yang lebih tinggi
didapatkan di negara berkembang. Limfoma
non-Hodgkin terjadi pada orang dewasa dengan
median pada dekade ke-7, namun dapat juga
terjadi pada anak-anak dan remaja. Penderita
DLBCL sedikit lebih banyak pada laki-laki
dibandingkan perempuan.®*

Diffuse large B-cell lymphoma meru-
pakan suatu entitas yang heterogen dengan
pembagian klasifikasi berdasarkan kombinasi
gambaran klinik, morfologik, imunofenotip dan
genetik. Karakteristik DLBCL secara morfologik
ditandai dengan inti sel tumor yang berukuran
besar, vesikuler dengan anak inti yang nyata
dan sitoplasma relatif sedikit, serta secara
imunofenotip mengekspresikan penanda sel B.
Penanda sel B diantaranya adalah CD20,
CD79a, CD19, CD22 , PAX5, BOB1 dan
OCT2.24°

Secara molekuler dengan pemeriksaan
DNA microarray, DLBCL dapat dibagi menjadi 3
subtipe yaitu germinal center B-cell-like (GCB),
activated B-Cell-like (ABC) dan tipe 3. Pemba-
gian ini berperan penting untuk menentukan
prognosis. Diffuse large B-cell lymphoma
subtipe GCB mempunyai kesintasan lebih baik
dibandingkan subtipe ABC dan tipe 3. Diffuse
large B-cell lymphoma subtipe ABC memiliki
kesintasan sama buruknya dengan tipe 3 dan
masih terus dipelajari. Pemeriksaan DNA
microarray ini sangat mahal dan tidak mudah
dikerjakan, sehingga dilakukan pemeriksaan
subtipe dari DLBCL dengan imunochistokimia
yang lebih praktis dan mudah dilakukan.>®

Pembagian DLBCL secara imunofenotip
telah dilakukan oleh berbagai penelitian. Hans et
al® membagi klasifikasi DLBCL menjadi subtipe
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GCB dan non-GCB dengan menggunakan
tehnik pemeriksaan imunohistokimia terhadap
antigen CD10, BCL6 dan MUM1. CD10 dan
BCL6 merupakan penanda sel germinal center
sedangkan MUM1 merupakan penanda sel non-
germinal center. Kriteria Hans juga memberikan
hasil yang serupa dengan pemeriksaan DNA
microarray yaitu DLBCL subtipe GCB memiliki
kesintasan glang lebih baik dibandingkan subtipe
non-GCB."

Beberapa  penelitian menunjukkan
kematian sel tumor pada pasien DLBCL yang
menjalani kemoterapi tergantung pada induksi
apoptosis. Gangguan pada sinyal kaskade
apoptosis mungkin dapat menyebabkan resis-
tensi terhadap kemoterapi. Terdapat dua jalur
apoptosis pada sel tumor yaitu jalur ekstrinsik
dan intrinsik. Kedua jalur tersebut akan meng-
aktifkan Caspase-3 sehingga terjadilah apop-
tosis. Apoptosis pada LNH sel B dapat
melibatkan aktivitas Caspase-3.%’

Pemeriksaan DLBCL sampai dengan
subtipe GCB dan non-GCB pada saat ini sudah
dilakukan secara rutin pada laboratorium imuno-
histokimia FKUI/RSCM. Kami melakukan pene-
litian dengan pemeriksaan Caspase-3 bertujuan
untuk mengetahui perbedaan potensi apoptosis
DLBCL subtipe GCB dan non-GCB yang
mungkin dapat menjadi penjelasan perbedaan
prognosis kedua subtipe tersebut.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini merupakan penelitian obser-
vasional deskriptif analitik dengan pendekatan
cross sectional. Populasi penelitian adalah
kasus Diffuse Large B-cells Lymphoma (DLBCL)
subtipe GCB dan non-GCB di Departemen
Patologi Anatomik FKUI/RSCM sejak Juli 2012
hingga Juni 2014. Sampel dipilih secara
konsekutif pada tiap kelompok yang diteliti.
Perhitungan besar sampel menggunakan rumus
besar sampel analitik kategorik tidak berpa-
sangan.a’9 Penelitian dilakukan di Departemen
Patologi Anatomik FKUI/RSCM selama bulan
Agustus 2014 sampai dengan bulan November
2014. Kemudian dilakukan pulasan imunohisto-
kimia Caspase-3 pada DLBCL subtipe GCB dan
non-GCB dengan kontrol positif berasal dari
tonsil manusia dan kontrol negatif berasal dari
setiap kasus yang diteliti.
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Metode pewarnaan imunohistokimia
Caspase-3.

Jaringan pada blok parafin dipotong setebal 3
mikron dan diletakkan pada kaca benda yang
telah dilapisi poly-L-lysine dan dilakukan pre-
parasi sediaan dengan dilakukan pemanasan
yang dilanjutkan dengan deparafinisasi meng-
gunakan xylol dan rehidrasi dengan alkohol.
Setelah itu dilanjutkan dengan inkubasi ke
dalam larutan endogen peroksidase 0,5%.
Selanjutnya dilakukan antigen retrieval selama
10 menit dalam buffer sitrat (pH 6,0) di dalam
microwave, kemudian dicuci menggunakan
phosphate buffersaline (PBS), lalu inkubasi
dengan blocking agent Sniper. Inkubasi dengan
antibody primer Caspase-3 (Abcam32150)
dengan pengenceran 150 kali terlarut dalam
serum dilakukan selama 1 jam. Dilanjutkan
inkubasi antibodi sekunder Universal Link
selama 15 menit, diikuti dengan Trekavidin-HRP
selama 15 menit. Langkah selanjutnya ditetes-
kan kromogen diamino benzidine (DAB),
pulasan inti dengan larutan hematoxillin lilie
mayer dan pencelupan dalam lithium carbonat
selanjutnya dilakukan dehidrasi dengan etanol
dan clearing dengan xylol.

Penilaian hasil pulasan imunohistokimia
Caspase-3 dilakukan oleh dua orang peneliti
untuk menilai seluruh kasus tanpa diketahui
jenis subtipe GCB atau non-GCB. Pengamatan
dilakukan pada daerah tumor yang terpulas
dengan baik kemudian ditandai dan di foto
beberapa tempat secara acak, sampai diperoleh
500 sel tumor pada 2 sampai 5 lapangan
pandang besar, selanjutnya diproses menggu-
nakan program komputer ImageJ. Sel yang
menunjukkan positif pada inti dan/atau sito-
plasma, ditandai dengan titik merah dan sel
yang negatif ditandai dengan titik hijau. Nilai
positif dicantumkan dalam persen menggunakan
rumus X/500 x 100%, dengan X adalah jumlah
sel tumor yang positif terhadap Caspase-3.
Pulasan Caspase-3 dikatakan negatif jika
ekspresi <50% dan dikatakan positif bila
ekspresi 250%.%° Uji statistik menggunakan
tabel crosstab, kemudian dilakukan uji norma-
litas, karena sebaran kasus tidak normal
dilakukan uji Man-Whitney. Uji statistik ini
menggunakan program SPSS 16.

HASIL
Penelitian ini mendapatkan 41 kasus yang
masuk kriteria inklusi, subtipe GCB berjumlah 18
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kasus dan 23 kasus non-GCB. Kasus yang
berasal dari Departemen Patologi Anatomik
FKUI/RSCM 27 kasus dan 14 kasus berasal dari
6 rumah sakit yang berbeda.

Tabel 1. Karakteristik subjek penelitian.

Variabel n %
Jenis kelamin
Laki-laki 30 73,2
Perempuan 11 26,8
Umur (tahun)
<50 tahun 18 43,9
>50 tahun 23 56,1
Lokasi Tumor
Kepala dan leher 24 58,5
Mata 2 4,9
Aksila dan inguinal 3 7,3
Saluran cerna 11 26,8
Payudara 1 2,4
Subtipe DLBCL -
GCB 18 43,9
Non-GCB 23 56,1

Penilaian statistik pada penelitian ini
tidak menunjukkan hubungan bermakna antara
jenis kelamin dengan subtipe GCB dan non-
GCB dengan nilai p=0,411. Rerata usia pasien
adalah 52,6 tahun dan median 51 tahun,
hubungan bermakna antara usia pasien <50
tahun dan >50 tahun dan subtipe GCB dan non-
GCB juga tidak ditemukan dengan nilai p=0,49.
Penilaian hubungan antara lokasi tumor dan
subtipe GCB dan non-GCB didapatkan nilai
p=0,484 sehingga tidak ditemukan hubungan
bermakna diantaranya.

Tabel 2. Penilaian imunoekspresi Caspase-3 pada
DLBCL subtipe GCB dan non-GCB.

Caspase-3
DLBCL Positif Negatif ~ Jumlah P
(%) (%)
GCB 13 (72) 5(28) 18 0002
Non-GCB 5(22) 18 (78) 23 '
Jumlah 18 (100) 23 (100) 41

Berdasarkan hasil uji Man-Whitney
didapatkan hasil p=0,002, hal ini menunjukkan
bahwa terdapat hubungan yang bermakna yaitu
imunoekspresi Caspase-3 pada DLBCL subtipe
GCB lebih tinggi dibandingkan subtipe non-
GCB.
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Gambar 1. DLBCL subtipe GCB. A. Pulasan CD20,
positif difus pada membran sel; B. Pulasan CD10,
positif difus pada membran sel; C. Pulasan BCLS,
positif pada inti sel; D. Pulasan MUM1, positif pada
inti sel (400x).

Gambar 2. DLBCL subtipe non-GCB. A. Pulasan
CD20, positif difus pada membran sel; B. Pulasan
CD10, negatif; C. Pulasan BCL6, negatif; D. Pulasan
MUML1, positif pada inti sel (400x).

Gambar 3 Pulasan Caspase 3 A DLBCL subtlpe
GCB, pulasan Caspase-3 positif pada inti dan/atau
sitoplasma dan ekpresi = 50%; B. DLBCL subtipe
non-GCB, pulasan Caspase-3 negatif (400x).

DISKUSI

Penderita DLBCL dalam penelitian ini memiliki
karakteristik yang hampir sama dengan ber-
bagai kepustakaan yaitu jenis kelamin laki-laki

(73,2%) lebih banyak dibandingkan perempuan
(26,8%). Rentang umur yaitu 29-81 tahun,
dengan median 51 tahun dan pasien dengan
umur >50 tahun (56,1%). Lokasi tumor paling
banyak ditemukan pada regio kepala dan leher
(58,5%) dan kedua terbanyak pada saluran
cerna (26,8% )

CD10 diekspresikan pada membran sel
dan BCL6 diekspresikan pada inti sel terutama
ditemukan pada sel-sel germinal center dalam
keadaan normal. Imunoekspresi CD10 dan
BCL6 memiliki cut off 230% pada DLBCL dapat
berhubungan dengan prediksi kesintasan yang
baik, walaupun beberapa penelitian memberikan
hasil yang berbeda. Oleh karena itu CD10 dan
BCL6 tidak dapat digunakan secara tunggal
dalam memprediksi kesintasan pasien.*>*?

MUM1 diekspresikan pada inti sel
plasma dan sedikit terekspresi pada sel
germinal center. Imunoekspresi MUM1 yang
berlebihan pada DLBCL dapat dideteksi adanya
translokasi kromosom dan berhubungan dengan
buruknya prognosis. Hal ini dibuktikan melalui
penelitian Hans dimana ekspresi MUM1 minimal
30% dari populasi sel berhubungan dengan
secara bermakna dengan Kkesintasan yang
buruk pada pasien.>*>*

Imunoekspresi Caspase-3 pada sel-sel
germinal center jaringan limfoid reaktif dapat
terjadi karena aktivitas apoptosis yang tinggi.
Caspase-3 dapat mengalami mutasi somatik
pada tumor ganas ditandai dengan berkurang-
nya aktivitas apoptosis pada tumor ganas
tersebut.*>*® Hal ini mungkin dapat dihubungkan
semakin tinggi tingkat agresif tumor maka akan
semakin berkurang ekspresi Caspase-3.

Kasus DLBCL subtipe GCB berjumlah
18 kasus, didapatkan 17 kasus CD10 (+)
dengan hasil Caspase-3 positif pada 12 kasus
dan negatif pada 5 kasus, serta 1 kasus CD10 (-
), BCL6 (+) dan MUM1 (-) dengan hasil
Caspase-3 positif. Kasus DLBCL subtipe non-
GCB berjumlah 23 kasus, seluruhnya menunjuk-
kan pulasan CD10 (-). Didapatkan 6 kasus
dengan pulasan BCL6 (-) dan MUM1 (+) dengan
hasil Caspase-3 positif pada 2 kasus dan negatif
pada 4 kasus. Didapatkan 17 kasus dengan
pulasan BCL6 (+) dan MUML1 (+) dengan hasil
Caspase-3 positif pada 3 kasus dan negatif
pada 15 kasus. Jalur hubungan antara CD10,
BCL6, MUM1 dan Caspase-3 belum dapat
dijelaskan. Apabila dilihat dari hasil penelitian ini
bahwa DLBCL subtipe GCB memiliki imuno-
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ekspresi Caspase-3 yang tinggi dibandingkan
non-GCB mungkin terjadi karena mutasi somatik
Caspase-3 lebih tinggi pada DLBCL subtipe
non-GCB.

Penelitan  yang  dilakukan  oleh
Provencio et al.® pada DLBCL dengan terapi
rituximab dan menghasilkan pulasan negatif
Caspase-3, berhubungan dengan kesintasan
yang buruk (p=0,036). Penelitian Berge et al*®
yang menilai tingkat apoptosis untuk mempre-
diksi hubungan dengan Klinis pada anaplastic
large cell lymphoma (ALCL) membuktikan
bahwa pulasan positif Caspase-3 menunjukkan
kesintasan yang baik.

Beberapa penelitian sebelumnya dikata-
kan bahwa terdapat metode lain dalam penilaian
apoptosis selain menggunakan Caspase-3 yaitu
terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated
nick and labeling (TUNEL). Penilaian apoptosis
lebih sensitif pada TUNEL dibandingkan
Caspase-3 dengan alasan sel-sel yang mulai
mengalami apoptosis dan mengalami fragmen-
tasi DNA pada inti sel dapat dinilai dengan
TUNEL lebih dini. Sel yang mengekspresikan
Caspase-3 dinilai sebagai sel yang mengalami
apoptosis tetapi masih dapat dihambat oleh
protein penghambat apoptosis yaitu X-linked
inhibitor of apoptosis protein (XIAP) pada jalur
instrinsik dan flice inhibitory protein (FLIP) pada
jalur  ekstrinsik yang menghambat kerja
Caspase-8 dan Caspase-10 sehingga tidak
dapat mengaktivasi Caspase-3."**'" Penelitian
ini dapat dilanjutkan dengan penilaian apoptosis
menggunakan metode TUNEL untuk membukti-
kan apakah DLBCL subtipe GCB memiliki
indeks apoptosis yang tinggi sama seperti
Caspase-3 atau berbeda.

Prediktor prognosis pada pasien DLBCL
berhubungan juga dengan penilaian klinis. Hal
ini dapat dilihat berdasarkan International
Prognostic Index (IPI) dengan kriteria yaitu usia,
stadium tumor (Ann Arbor stage), konsentrasi
serum lactate dehydrogenase (LDH), keadaan
pasien berdasarkan Eastern Coorporative
Oncology Grup (ECOG) dan banyaknya massa
tumor ekstranodal.*’ Keterbatasan penelitian ini
adalah hanya mendapatkan data Kklinis yang
minimal seperti usia, jenis kelamin dan lokasi
tumor, karena tidak lengkapnya data Klinis yang
dikirimkan.

KESIMPULAN

Penelitian ini mendapatkan hasil yaitu sebagian
besar kasus DLBCL subtipe GCB mengekspre-
sikan Caspase-3. Kasus DLBCL subtipe non-
GCB sebagian besar menunjukkan hasil yang
negatif dengan pemeriksaan Caspase-3. Hal ini
mungkin dapat merupakan penjelasan perbeda-
an prognosis di antara kedua subtipe tersebut.
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