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OPT:M:ZiNG THE ROLE OF FLOWCYTOMETRI
:N HEMATOLOGY MALiGNANCY

Yetti Hernaningsih

Departemen/SMF Patologi Klinik FK Universitas Alrlangga
/RSUD Dr.Sutomo Surabaya

ABSTRAK

Pemeriksaan keganasan henratologi telah mengalami kemajuan hingga saat ini baik dari sisi

diagnostik maupun monitoring terapi dan prediksi prognosis. Salah satu metode yang

digunakan adalah flowsitometri. Kegunaan flowsitometri dalam keganasan diagrnosis antara

lain untuk menentukan diagnodis tipe dan subtipe leukemia,akut, untuk menbntukan minimat

residual disease (MRD), pemantauan CD34't stem cell pada pasien yang mendapatkan

terapi transplantasi sumsum tularrg, pemeriksaan apoptosis, siklus sel dan DNA indeks baik

untuk kepentingan penatalaksanaan pasien maupun pengembangan riset.

Kata kunci: flowsitometri, keganasan hematologi

PENDAHULUAN

Alat flowsitometri mempunyai prinsip deteksi panjang gelombang dari sinar yang

dipencarkan oleh suatu sel yang diperiksa, setelah diberikan pewarnaan ataupun fluorokrom

tertentu dan diberikan sinar laser tertentu, yang selanjutnya pencaran sinar tersebut akan

ditangkap oleh sistem fotodetektor pada panjang ge,lombang yang sesuai.l Pada bidang

hematologi, alat ini rnempunyai banlak manfaat untuk mendeteksi suatu sel berdasarkan :

1) ekspresi antigen tertentu dengan prinsip ikatan antigen-antibodi berlabel, ntisalnya marka

CD tertentu untuk membedakan seri sel limfoid T dan B, myeloid, sel NK, pemeriksaan

antibodi untuk rnendeteksi protein pro dan anti apoptosis seperti anti-caspase, anti bcl-2,

anti PARP, anti survivin, anti hsp, dan masih banyak tagi. 2) mendeteksi berdasarkan

pewarnaan tertentu pada suatu sei seperti Pl, DAPI, 7-AAD yang digunakan untuk

membedakan antara sel hidup dan mati. Deteksi ini meliputi antigen yang ada pada

permukaan maupun intrasel dengan melalui tahapan perlakuan khusus pada pengecatan.

Berikut ini perkembangan pemeriksaan di bidang keganasan hematologi yang dapat

dikerjakan pada alat flowsitometri.

TDENTIFIKASI KEGANASAN HEMATOLOGT,

ldentifikasi keganasan hematologi meliputi penentuan tipe dan subtipe leukemia

tertentu. Tipe keganasan yang telah terbuktijelas dapat dibedakan dengan imunofenotipe ini
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adalah sel blast yang berasal dari myeloid atau limfoid. Lebih jauh lagi subtipe myetoid,

limfoid B dqn T dapat dibedakan berdasarkan ekspresi antigen terkait maturasinya seperti

pada kriteria SJRH atau EGIL (tabel l).3 Tipe akut dan kronik dibedakan berdasarkan

ekspresi marka CD petanda prekursor sel seperti CD34 dan HLA-DR pada seri myeloid.

Tidak ada satu jenis antibodi monoklonal yang spesifik untuk menentukan lineage

tertentu, oleh karenariya diperlukan kombinasi antibodi. Kombinasi antibodi ini dapat

menentukan pula sampai di tahap mana diferensiasi sel terhenti atau rnaturation arrest

terjadi seperti pada penentuan subtipe ALL dan AML karena pada hakekatnya setiap

molekul CD mempuhyai karakteristik, ada yang diekspresikan sepanjang tahap

perkembangan, tetapi ada pula yang mempunyai masa teltentu. Meskipun pada umumnya

terdapat karakteristik lineage tertentu dari suatu rrarka CD, namun terkadang masih

dijumpai marka CD tertentu yang ditemukan pada bukan lineage yang seharusnya, yang

disebut ekspresi menyimpang (aberranf expression).9 Ada jenis leukemia yang populasi sel

blast nya terdiri dari 2 populasi yang berbeda, yang dikenal dengan biphenotypic acute

leukemia (BAL) atau rnixed phenotype acute leukemia (MPAL). Tabel 2, 3 dan 4 merupakan

strategi untuk menentukan apakah sel tersebut pada suatu lineage mempunyai marka CD

aberrant atau.apakah populasi sel blast merupakan bifenotipe berdasarkan SJRH dan EGIL

serta penggolongan MPAL berdasarkan WHO. I
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Tabel 1. Klasifikasi imunologi leukemia akut berdasarkan SJRH dan EGlL.3

SJCRH classlJicotion (21 ) EG I L c lo s sifi c oti o n ( 9O )

lmunologic su.bgriup lmmunophcrcryyic profle Imunologlcsubgroup lmmunophcnotypicprofile

BJlf,mgc ALL
Early prc.B

Prc.B ALL
Transitionol (tarc) 9rc-B
Maturc B

TJincagc ALL I

Prc-T
Early-T
Common-T
ldc-T

Early rnycloid (AML-Mo)

Myetoid lincago

Monocytic linagc I

Mcgakary(r).tic lincegc

Erythn:id (purc) linegc

Undiffercntiated

CD1947CD22+′cyCD3イ MPO―
CD79o」 CD10● /1gIL―

CD79o●/CD10●/cylgll+
CD79o●/CD10● rcy〕811+′ SIBIt+
CD79●イCDl(瀑 /cyl=le■ /slgμ●rslgk■Or sI舒■

CD74/CycD3trCD22イ CD79a士ノMP(■
sCDHCD5イ CDlイCD4-/CD3イCD10-
sCD3イCD5■CDl-7CD4●CD8ycDl(ト
sCD3b/CD5+′CDl■ノCD4JCD8trCD10t
sCD3団 /CD5+′ CDl■CD4●。rCD8喘ヽ Dl(ト

A■1‐MPO■ but on2ymatic MPO./CD33」
CD13」CD15」CDl17JCD61■ CPA―

CD34ゴHLA‐DR奮′MPOyCD33」 CD13t′

CD15■ /C― or wk/CDl17」CD61・′CPA‐
CD3″ HLA・DR●/MPO」CD33だ D13J
CD14」CD15JCDa眸ノCD‖ 7▲′CD61イCPA―

CD343/HLA・ DR″MPO/CD33″CD13」
CD15,′CD64-/CDH7ヨCD61+′CPA―

CD34″HLA‐DR」MPO―/CD33JCD13t/
CD:5JCD64・ノCDH´ 7」 CD61・ソCPA+

CD45● rCD34目CD19ゴCD22ヨ CD7'酬
●yCD3‐ /CD7″CD5-/MPO‐ ′CD33」
CD13・ノCD15‐ /CDl17」CD61コ CPA―

B‐lincagc ALL

B‐ l fpro‐ 3)
B‐11(Commo"B)
B・I11(pre‐ B)

3‐IV(matute B)

T・lincsgc ALL

T・:(pOつ
T・ 11(pte.T)

T・ [11(cordCan)
T.rv(lll.t● re T)

●7β (grOu,1)
γ′6(製p bl

Ldy mye101d ttMレ MO)

Myc10/monOcytic lincar

Megaka4ocyric linesgc

Erythrold lincagc

Undlffcrcntlucd

CD19■ and/or cD7,●●andlor CD22+
No B・●●■difFc",tation antigFns
CD10■

Cメlgll●

cylg ors18■ +or λ+

QtOPlなinidmfFace CD3+

CD7+
CD2+and′or CD54 3ndrOr cD8+
CD18●
SuFb●●CD3●.CDl,―
TCR d/,■
TCRγ′3●

MⅨゝ but enzymattc MPO―/CD13響 CD334/
CD654/and‐o,CDl17+

MPO■/CD13+′ CD33● /CD65+/and‐ or CDl:7+

CD4l+ and./or CD6l+ (surfaq) orcytoplemic)

Eerl)y'imrolure: unclBelllcd by markcrs
Latc/ruturc: 6PA+

Oftcn CD34+/HLA-DRdCD38,CD7+

Cメ輩鰍T常鴇f増鳳i計」凛R∬電潮』磨蔽1:1望躍f]豫星署軍
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Tabel 2. Penentuan 'esi CD aberrant dan acute leukemia berdasarkan SJRH.3

SICRH Criteria for My+ ALL, Ly+ AML, and Biphenotypic teukemia

LT+島 IL●

l lrd口 dcb●まB=ch瓜Oψ (or ANB+■fAML M5)

2 LII“ dc bLsts are岬 ト

l硼 爛 躍 ま躙 l閻 ぽ

R岬 飾

CD2,CD5.(lDフ・CDり ,(】Dη ,CD56.ぐ yCD79α

BjPhen● 1「 PiC acnte lelllenlla

M肥
蜘轟:    :鳥
Ч:蹴硼職躙椰冨器
饉 cd卜 ●JT‐linca3C mtcl●山 壺3

電 器 ::鷺 器 Fり
CD3 Pl● 8魂 L∝句JD3団

,{DDra'ianonr: SICRH, St,ludcChil&co'o RcscarchHospitrl:I.yi AML.ecute mptoidlcu&e.mia crEcssiaglyophoid (Ly)-eEsocirtcd aotitco.s:

My+ AII, acute lyorpboid la*r:oria cxprcs*irg nyeloid (Myla*ocirtcd aarigers; MFO, uyeloproridarc; ANB, o-aaphthyl bulrarc e*cralt;
)0, cyoplasmic antigcn cxprcosion; wli, r'cak,
aAll four criteria arust be fulfrlled.

'Couftrud by cytocbcoicrl, aari-MPO, or ultrarutcurel srudy.

B・h●ag● Iヽy,ALL●

l Lib"i● Ы
“
じュ●CD19+メuS CD22+Ⅲ ●yCD79。 +o「 qば

=「

+

:性駐霊:監露艦群露》
4い山 dc bla`“ o●esl、 1●Ⅲbld・魯磁latd ant13s CD13,
CDll.CD15.CD33.∞ 36.or CD65

T・Im“r｀1'ALL■

l bttaltcЪ鮨o are CD7+`扇 ,メD3+
2 1rd掟壺●bm6ュ e cD2ト
3.Iコ雌轟●bl●■3■=MPO―

b

宅耀霊す躙描壺熙器癬
d ttC臨∞B,

acute leukemla berdasarkan sistem skoring dari

[C [[ lfi]Eturloph B$oh'pir''rg Critcria
(5corir,rg System) for Blphenot?'fl{ ,{rute Leulkemias

rtわわrr17■ llθ riF,ECIL.E■ roPc,■ 〔■。畑P fOf thr lmm口 Q●lo3iCll

CL‐■rlcェ丘■6CllE1 0f Li■ E‐■・ lcy,cメ oP13-lC:31口 urfa●●:TCR〕 Tくcu

=●
CCP101)hlpO,.nycloPcloェ idヨ

=● :TごTl icゴ童
詢nal drc・■ynuc】 eotiay】

tfansf“■鸞 .

3《
1鰈鼎制盤翼撃‐蹴鍬ぽewldd
Data froal rci".                    ,

EGIL.3

CD79α
Cr13μ

■yムCDll

CD19
CD10
CD10

cプ CゝD3
TCRごβ
TCR」ハ

CD2
CD5
CD8
CD10

TdT
CD7
CD13

躙

CD13
帥 33
聯 55

CDl17

C秒14
CD15
1 CD04

TdT
CD14
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Tabel 4. Penentuan mixed acute leukemia AL)berdaSarkan 1/VHO.4

Llneage aeslgnment crfterla

M脚。日il―ge
MPO・

“

k絆 彎悔耐 り hmlnohttomemむ try,orcytmttmistryl

Momcytlc d赫Brentlatlon(at loa載 2 ot he folbwingi nonspectt estera鋤

crochem晦 ,cDllc,CD14,CD64,lysottel
■inewe l            l
Stro晴†り

"PlaSmlc CD0 4whh ttnt漱
)desto CD3 ε ttnl

Or

SuHace CD3

StЮ ng† CD19 wlh atiea試 1●f the following stromけ exppsstt CD798,

cytOplasrnic CD22,or CD10

0『

Weak CD19■戯h at teaヨ 2 of the following strong:ソ oxpressed:CD79a)

cytoplasmlc CD22,or CD10

'Soo 'Acufe lzuknmlas ol amblguoui llnoago" for cavoals ralatod lo weaksr
entlgon axproeslon, or to erpreselon by lmmunohbtochemlstry only.

tStrong dollnod as oqrJal or brlgfiter ttun the nonnal B or T oef,s ln lhe sample,

Berdasarkan intensitas fluoresens yang dihasilkan oleh suatu fluorokrom, suatu

ekspresi dibagi menjadi 3 yaitu intensitas yaitu dim, moderate dan strong. Dim bila

intensitasnya jatuh pada log 102, moderafe bila jatuh pada log 103 dan sfrong bila pada log

104 pada skala logaritmik dari sumbu X hail flowsitometri.s

DETEKST M|N|MAL RESTDUAL DTSEASE (MRD)

Terapi pada lbukemia akut bertujuan untuk mencapai remisi lengkap. Pada

ketryataannya pasien yang nampaknya sudah mencapai rernisi lengkap menurut hapusan

sumsum tulang, bisa terjadi relaps kembali dalam waktu dekat.'Hal ini disebabkan masih

terdapatnya klon leukemia yang tidak terdeteksi saat pemeriksaan eva!uasi sumsum tulang.

Oleh karenanya sangat diperlukan penleriksaan sisa sel klonal leukemia atau yang lebih

dikenal pemeriksaa n minimal residual drsease. Pemeriksaan ini salah satunya adalah

dengan pemeriksaan CD marker tertentu pada flowsitometri.

Deteksi MRD pada leukemia berdasarkan ek-spresi aberrant pada sel ganas sesuai

saat diagncsis. Aberranf ini dikenal sebaghi leukemia assocrafed (immuno)phenotypes

(LAtPs), yang tidak atau sangat jarang ditemukan pada sel darah sumsum tulang normal.

Gambaran LAIPs biasanya berbeda dengan saat diagnosis, tetapi pada umumnya beberapa

atau semua aberrant yang ditemukan saat diagnosis masih terdeteksi juga pada saat
Irelaps.6

LAIPs pada leukemia myelogenous akut (LMA) terdiri dari ekspresi aberrant,

biasanya dikombinasikan dengan petanda myeloid (CD13, CD33) dan dengan antigen
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normal progenitor seperti CD34, CD117 atauCD133. Beberapa monoklonal antibodi yang

dapat digunakan untuk menentukan LAIPs pada pasien LMA antara lain: 1) cross-/tneage

ekspresi antigen (terekspresinya petanda linfoid seperti CD2, CD3; CDs, CD7, CD10 dan

CD19 pada myeloblast,2) asinkronisasi ekspresi antigen (co-ekspresi antigerr yang tidak

sesuai dengan tahapan maturasinya, misalnya ekspr:esi CD34 pada tahap myeloblast

disertai CD15 yang seharusny,a baru muncul pada tahap akhir maturasi sel,3) tidak

terekspesinya antigen lineage spesifik seperti CD13 dan CD33 yang spesifik untuk sel

myeloid, 4) over ekspresi suatu rndrka CD tertentu.E Tabel 5 menunjukkan ekspre si aberrant

yang umum terjadi pada LAIPs leukemia akut. ' 
.,

Tabel 5. Kombinasi imunofenotipg yang digunakan untuk menentukan MRD pasien leukemia akut.7

frcqucncy l!6ll
Fnqucrrcl in l{umrl 8lt{
{* porliw cdb: SO}J

B・ lineoOo ALL" TJCD10{or CD19・ CD341/CD13

TdT‐ CD10 1oi CD10・ CD34"CD33

TdT‐ CD10{o「 α)10CD341/CD嘔渇

TdT・ CD10 1o「 CD19‐ C034ルに021

TdT・ C010{or CD19‐ CD3411CD50

TdTruo口o3mに メDD34

TdT/CytoplosflliC CD3

COWCD56
CttCD37rdT

●Approximate:ソ 35%or ca300臓Ⅳ03t:003t Ono:●●kom“・attated Phenowpe.
lG,oater than 109C PogL● ●3ol睦mic lymphoblast3,  ,                              |
:AL‐ and AML・phenom03 WOre mabd uslng iiOht13CatteFin9 9atll typicel● f;mmture i脚 phoid and myJoid“ |“,respmivdy.Tho
reduced hvel o「 ●xPr038iOn Ofulese phenotypeB by noFmJ I● lい m■ ko3 m pO“ ible tO diOtlo9u:3h lに ukomt oe‖ omon9 10脚 00rlna:BM oe‖ s
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PEMERIKSAAN CD34+ STEM CEttS
Terapi transplantasi sumsum tulang pada pengobatan keganasan hematologi sejauh

ini semakin berkembang. Hal ini mgnyebabkarr dibutuhkannya pemeriksaan CD34+ pasien,

baik saat awal, pre dan post mobilisasi, saat apheresis ataupun monitoring setelah re-infus

stem cell.

Pemeriksaan sfem cel/ yang dikembangkan merupakan protokol dari Suitherland dan

Keeny yang kemudiarr digabungkan dengan panduan klinik dari lnternational Society for

Hematotherapy & Graft Engineering- (lSHp.GE). Panel antibodi yang digunakan adalah

CD45/CD34l7-AAD. Set progenitor hematopoietik diidentifikasi dengan kriteria sebagai

berikut: 1) mengekspresikan antigen CD34, 2) mengekspresikan antigen CD4S dengan

karakteristik intensitas pengecatan sesuai sel blast (tetapi terdeteksi pada intensitas yang

lebih rendah dariparia limfosit dan monosit), 3) menunjukkan ukuran dan granularitas sesuai

dengan limfosit dan sel blast, 4) 7-MD negatif sehingga ser terbukti hidup.e
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PEMERIKSAAN APOPTOSIS I

Pemeriksaan apoptosis menggunakan flowsitometri clapat menggunakan beberapa
prinsip antara lain deteksi dengan fosfatidilserin yang terekspos keluar pada proses
apoptosis dengan menggunakan annexin V, dengan pewarnaan untuk memisahkan set
yang hidup dan mati seperti zat warna Pl, DAPI dan 7-AAD. Cara lain adalah dengan
pemeriksaan antibodi terhadap protein pro apoptosis (bcl-2, bcl-xl, bcl-w, Mcl-1) dan anti
apoptosis (Bax, Bak, Bcl-xs, Bok, Bad, Bik, Bid, Bim, Noxa, puma), antibodi terhadap enzim
atau prorluK yang dihasilkan selama dan akhir apoptosis seperti anti-caspase, anti-pARp
dan anti-H2Ax.

4.1 Annexin V/Pl

Perubahan seluler dapat diukur dengan flowsitometri. Apoptosis diawali dengan
pengkerutan sel, diekspresikan berupa perubahan pencaran sinar dari sel. Awalnya
integritas membran sel tetap utuh. Aktivasi kaspase menyebabkan perubahan potensial
membran mitokondria, disertai pergeseran Ca* dan pH intr:asel. Setelah hilangnya potensial
membran mitokondria, pompa membran lisosom kehilangan fungsinya. Setelah melewati
tahap ini, endonuklease endogen diaktivasi, yang dicerminkan oleh redistribusi
fosfatidilselin. nthirnya, sel mengalami disintegrasi menjadi apoptoticbodies.lo

4.2 Pemeriksaan Caspase

Peran caspase pada proses apoptosis telah banyal terbukti. Caspase (cysteine-
aspartic profeases) merupakan keluarga enzim protease sistein yang berada dalam
keadaan inaktif atau zimogen di dalam darah. Protein ini akan.teraktivasi ketika terdapat
inisiasi apoptosis. Diawali dengan aktivasi caspase 8 dan 10 dan selanjutnya akan
mengaktifkan caspase lain hingga caspase efektor seperti caspase 3 dan 6 yang. Akibatnya
terjadi inaktivasi enzim yang terlibat dalam perbaikan DNA, pemecahan struktur protein inti
sehingga terjadi kondensasi protein dan fragmentasi inti, serta fragmentasi DNA menjadi
unit nukleosomal.ll Antibodi yang dipakai secara spesifik mengenali bentuk aktif caspase,
bukan bentuk proenzim. Antibodi yang tersedia untuk pemeriksaan flowsitometri saat ini
yaitu anti caspase-3 aktif.

4.3 Pemeriksaan P/\RP/H2AX

Poly (ADP'riOor"1 pollrmerase (PARP) sebenarnya merupakan enzim yang memiliki
fungsi untuk perbaikan DNA yang rusak akibat bahan mutagen. Enzim ini pada akhir proses
apoptosis dipecah oleh caspase-3 menjadi 2 fragmen spesifik yaitu fragmen g9 kDa dan 24
kDa yang dapat diukur pada ftorvsitometri.12
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H2AX merupakan salah satu dari kelompok histon yang membentuk kerangka DNA.

Pada kerusakan DNA yang berpotensi terjadinya mutasi, sel akan mengaktifkan sekelompok

enzim antara lain ataxia teleangiectasia mutated (ATll) pada kerusakan doub le stranded

breaks dan ataxia teleangiectasia and Radl-related (ATR-3) pada single stranded breaks.

Sekelompok enzim ini menyebabkan fosforilasi H2AX menjadi YH2AX. Fosforilasi H2AX

menyebabkan sel bergerak menuju apoptosis.l2 , ,

PEMERIKSAAN PROLTFERASI SEL DAN DNA PLOIDI

Terdapat 4 prosedur yang digunakan secara luas untuk menganalisis siklus sel

dengan flowsitometri, yaitu prosedur pertama mendeteksi 5'-bromo-2'-deoxyuridtne (BrdU)

yang bergabung dengan sel yang sedang mengalami replikasi DNA. Pendekatan kedua

berdasarkan analisis bivariat kandungan DNA dan protein yang berkaitan dengan proliferasi,

yaitu cyctin Ekspresi cyclin l), cyclin E., cyclin A atau cyc:lin B1 terhadap kandungan DNA

ditunjukkan pada contoh gambar 3. Pendekatan ini dapat membedakan sel G0 dari G1,

mengidentifikasi sel mitosis atau ekspresi terkait protein intraseluler lainnya terhadap posisi

siklus sel. Prosedur ketiga dan keempat berdasarkan analisis kandungan DNA sel setelah

pengecatan sel dengan propidium iociide (Pl) atau 4',6'ldiamidino-2-phenylindole (DAPI).

Pendekatan ini memberikan distribusi sel pada 3 fase utama siklus sel (G1, S, G2lM) dan

membuatnya memungkinkan mendeteksi sel apoptosis melalui kandungan DNA yang

pecah,13

5.1 Metode bromodeoxyuridine/propidiumiodide

Bromodeoxyuridine (5-bromo-2'-deoxyuridrne, BrdU) merupakan nukleosida analog

timidin, umumnya digunakan untuk mendeteksi proliferasi sel pada jaringan hidup. Substansi

ini dapat masuk menyatu dengan DNA yang baru disintesis pada replikasi sel selama. fase

S, menggantikan posisi timidin selama replikasi DNA. Antibodi spesifik terhadap BrdU

selanjutnya digunakan untuk mendeteksi BrdU yang menyatu tersebut, yang selanjutnya

menunjukkan bahwa sel sedang aktif bereplikasi. lkatan antibodi ini membutuhkan

denaturasi DNA.14

Metode ini merupakan metode klasik. Prosedur ini memerlukan DNA yang

didenaturasi sebagian. Denaturasi ini diperlukan karena antibodi BrdU hanya akan mengikat

BrdU yang menyatu pada DNA untai tunggal. DNA sisanya yang tidak terdenaturasi

selanjutnya tercat dengan propidium iodide (Pl). Fluoresens hijau yang ditimbulkan dari,

antibodi berkonjugat fluoresens pada hakekatnya mengukur BrdU. Fluoresensi merah dari

Pl mengukur kandungan DNA. Denaturasi DNA dapat menggunakan panas ataupun HCI

molaritas tinggi. Metode ini dapat digunakan baik untuk sel yang terfiksasi maupun tidak.l
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Oleh karena BrdU dapat menggantikan posisi timidin selama replikasi DNA, hal ini

dapat menyebabkan mutasi, sehingga penggunaannya berpotensi membahayakan

kesehatan, sekalipun demikian penelitian proliferasi sel kanker in vivo menggunakan bahan

ini masih cukup banyak dipakai.

5.2 Metodecyclins/propidiumiodide

Cyclins merupakan komponen kunci penggerak laju siklus sel. Ekspresi terutama

cyclin D, E, A dan 81 memberikan peran pentirrg untuk memulainya siklus sel dan

pembelahan sel. Pada prosedur ini ekspresi siklus sel dideteksi menggunakan antibodi

monoklonal spesifik (mAbs) dan cJianalisis kandungan DNA nya. Secara umum, puncak

ekspresi cyclin D1 dapat dideteksi pada awal G1, puncak cyctin E khas pada transisi G1/S,

puncak cyclin A dapat dideteksi selama fase G2lM dan cyclin 81 khas pada akhir G2lM.

Metode ini dibandingkan metode yang lain dapat membedakan fase G0 dari G1 dan fase G2

dari M. Hal yang perlu diperhatikan adalah tidak semua tipe sel bersifat sama (sebagai

contoh, cyciin D1 terdeteksi tidak hanya pada GO/GI tetapi juga pada G2lM, sekalipun

sangat jarapg sel bertipe seperti ini).

Berdasarkan analisis bivariat antara ekspresi cyclin dan kandungan DNA

membuatnya memungkinkan membedakan antara sel yang mempunyai kandungan DNA

sama tetapi berada pada fase siklus yang berbeda, seperti antara sel pada G2 dan M
berdasarkan perbedaan kandung an cyclin A, atau antara sel diploid G2 dan tetraploid Gl
berdasarkan pada perbedaan ekspresi cybtin E dan atau 81. Pada sel GO kurang

mengekspresikan cyclin tipe D atau E, sedangkan sel pada fase G1 mempunyai ekspresi

cyclin D dan atau E podlitit (gambar 1).
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Gambar 1. Distribusi bivariat (scatterplots) menunjukkan pola karakteristik dari ekspresi cyctin D1, E,

A dan Bl terhadap kandungan DNA pada sel normal, nontutnor. Cyclin Dl diukur pada fibroblast
yang sedang tumbuh dari mqnusia normal, sedangkan cyclin E, A dan 81 diukur pada limfosit
manusia yang distimulasi mitogen. Batas poputasi G1 dan G2lM ditandai dengan garis putus-putus.

Jendela trapezoid menunjukkan tingkat latar belakang fluoresens unspesifik, yang diukur terpisah,

menggunakan antibodi isotipik tidak relevan. Pada gambar tampak bahwa cyclin D1 diekspresikan
oleh fraksi sel G1; sel memasuki 'dan melanjutkan tahap S, dan sebagi'an besar sel pada G2lM
memiliki cyclin D1 negatif. Cyclin E secara maksimal diekspresikan oleh sel yang memasuki S, dan
kadarnya turun selama perjalanan melalui S. Cyclin A diekspiresikan oleh sel pada fase S dan

maksimal oleh sel G2; sel mitotik (setelah prometafase) memiliki cyclin A negatif. Cyclin 81

diekspresikan oleh sel dalam fase S lanjut, dan maksimalpada G2 dan M.13

5.3 Pengecatan dengan propidiumiodrUe (Pl)

Prinsip pada pemeriksaan ini yaitu dengan membuat membran luar sel normal

permeabel dengan memberi deterjen atau alkohol supaya propidium iodide dapat memasuki

inti. Penambahan RNase dapat diberikan bila kita menginginkan RNA rantai ganda tidak

turut memberikan kontribusi, Filter merah dan tabung fotomultiplier digunakan unruk

mendeteksi fluoresensi merah. Hasil fluoresensi partikel inti dari sel normal, tidak sedang

membelah akan tampak pada histogram sebagai puncak tunggal yang sempit, semua

partikel memancarkan sejumlah flubresensi merah yang hampir sama, hal ini mendukung

pengetahuan yang ada bahwa pada inti semua organisme yang normal, tldak sedang

membelah mengandung sejumlah DNA yang sama

Pada histogram flowsitometri nrember,ikan hasil yang berbeda sesuai keberadaan

inti, Berdasarkan kandungan DNA sel dibagi menjadi: sedang dalam siklus (tidak istirahat),

pada keadaan ini kita akan mendapati sejumlah nukleus dengan jumlah DNA 2N (sel pada

fase G0 atau G1), sejumlah nukleus dengan jumlah DNA 4N (sel pada fase G2 atau M), dan

sejumlah nukleus derrgan jumlah DNA berbeda yang terbentang diantara populasi 2N dan

4N (gambar 5,6).1

Histogram dibagi menjadi4 matka, yaitu area sel dengan inti2N,4N dan diantaranya

yang berarti dalam fase sintesis. Metode flow sitometri ini menghitung proporsi sel yang '

berada pada proses pembentukan DNA dan tidak terpengaruh dengan peningkatan jumlah
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total sel. Flowsitometri dan pengecatan propidium iodide ini merupakan teknologi yang

sesuai untuk menganalisis proliferasi sel. Gambar 6 merupakan contoh histogram siklus sel
DNA normal.l

Gambaran histogram pada sampel jaringan ganas sering mengindikasikan adanya
sel dengan jumlah DNA yang salah. Pacla sel normal disebut.euploidi atau diploid normal,

sedangkan sel abnormal digunakan istilah aneuploidi atau DNA aneuploidi. Contoh
histogram yang berasal dari beberapa jaringan ganas seperti tampak pada gam bar 2.

Puncak abpormal mungkin memiliki jumlalr DNA lebih atau kurang dibandingkan sel normal
(hiperdiploidi atau hipcdiploidi). Jaringan apapun yang memberikan hasil histogram dengan
puncak lebih dari satu dikategorikan sel abnormal.l

Gambar 2. Histogram hasilfluoresensi propidium iodidedari intiselyang diambildarijaringan normal
(kanan atas) dan tumor ganas payudara. Data courtesy of corm Hennesiy.l
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5.4 Pengecatandengan 4','6'-diamidino-Z-phenylindole(DAP|)

Prinsip pengecatan DAPI ini sama dengan Pl dan histogram yang terbentuk pun

hampir sama (Gambar 3).

Plfluorescence 'DAPI fluorescence

Gambar 3. Histogram frekuensi kandungan DNA yang ditunjukkan dari sel kultur yang tidak diberi
perlakuan (A) dan dari kultur yang diberi perlakuan pemberian obat yang mempengaruhi distribusi
siklus sel dan mengindul<si apoptosis (B). Sel dicat dengan Pl atau DAPI sesuai protokol, Fluoresens
dari sel yang dicat Pl diukur menggunakan FACScan (Becton Dickinson lmmunocytometry Systems)
dan software Modfit dekonvolusi. Fluoresens DAPI diukur menggunakan EPICS ELITE cyto,meter
(Beckman/Coulter, lnc.) dan histogramnya diplot pada program MultiCycle (Phoenix Flow Systems).
Kedua program software memberikan perkiraan persentase sel dengan kandeungan pecahan DNA
(selapoptotik)dan sel pada fase G1, S, G2lM dari siklus sel.13

KESIMPULAN

Pemanfaaatan flowsitometri untuk menentukan' diagnosis tipe leukemia yaitu

myeloid, limfoid B atau T. Selain itu juga untuk menentukan subtipe dari leukemia, Pada

myeloid dibedakan menjarJi suptipe AML M0, myeloid, monositik, megat(aryositik dan eritroid

lineage. Pada ALL B dibedakan merrl,edi subtipe pto, common, pte dan matur B, sedangkan

pada ALL T meliputi pro, pre, corticaldan matur T.

Pada deteksi MRD biasanya digunakan untuk menentukan keberadaan dan jumlah

klon abnormal yang tersisa yang mana hal inir tidak dapat terdeteksi dari pemeriksaan

morfologi hapusan sumsum tulang. Klon abnormal irri biasanya flitandai dengan ekspresi

menyimpang dari sel blast yang tidak drlumpai pada sel blast normal. Ekspresi menyimpang

yang paling sering pada AML adalah CD56 dan CD65, pada ALL B yaitu CD13, CD33,

CD65 dan CD21, sedangkan pada ALL T yaitu TdT.

Pemeriksaan Cd34+ Sfem cel/ dilakukan Lintuk penatalaksanaan pasien yang

mendapatkan terapi transplantasi sumsum tulang, yang biasanya dimonitoring saat awal,

setelah pemberian faktor peftumbuhan, setelah dilakukan pembiakan di luar, setelah

afaresis dan ketika akan dimasukkan ke tubuh pasien. I

Pemeriksaan lain yang masih dalam tahap riset yaitu apoptosis dan proliferasi sel

sefta DNA indeks untuk menentukan aneuploidi DNA. Pemeriksaan apoptosis yang dapat
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dilakukan dengan meiode annexin V, suatu protein yang mengikat fosfatidilserin yang
seharusnya terletak pada membran bagian dalam tetapi terekspos keluar ketika proses
apoptosis; pemeriksaan caspase-3 aktif, suatu enzim kunci pada proses apoptosis;
pemeriksaan protein pro dan anti apoptosis seperti protein bcl-2, dan pemeriksaan produk
enzim yang terdegradasi selama'proses apoptosis seperti pARp fragmen gg kDa.

Penneriksaan proliferasi sel dapat digunakan dengan pengecatan BrdU, pl dan DApl,
sehingga dapat diketahui siklus pembelahan sel mulai Go/G1, sintesis hingga G2tM
(mitosis). Pada teknik ini dapat diketal'rui pula aneuploidi dari DNA. Selain itu protiferasi set
dapat diperiksa juga menggunakan antibodi tertentu pada protein yang terlibat dalam siklus
pembelahan sel seperti antibodi terhadap ,yr,ti, dan cyclin dependent kinase(CDK).
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