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OPTIMIZING THE ROLE OF FLOWCYTOMETRI
IN HEMATOLOGY MALIGNANCY

- Yetti Hernaningsih
Departemen/SMF Patologi Klinik FK Universitas Airlangga
/RSUD Dr. Sutomo Surabaya

ABSTRAK

Pemeriksaan keganasan hematologi 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 diagnosis antara
lain untuk menentukan diagnosis tipe dan subtipe leukemia akut, untuk menentukan minimal
residual disease (MRD), pemantauan CD34+ stem cell pada pasien yang mendapatkan
terapi transplantasi sumsum tulang, pemeriksaan apoptosis, siklus sel dan DNA indeks baik
untuk kepentingan penatalaksanaan pasien maupuh 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 gelombang yang sesuai.' Pada bidang
hematologi, alat ini mempunyai ban&ak manfaat untuk mendeteksi suatu sel berdasarkan :
1) ekspresi antigen tertentu dengan prinsip ikatan antigen-antibodi berlabel, misalnya marka
CD tertentu untuk membedakan seri sel limfoid T dan B, myeloid, sel NK, pemeriksaan
antibodi untuk mendateksi protein pro dan anti apoptosis seperti anti-caspase, anti bcl-2,
anti PARP, anti survivin, anti hsp, dan masih banyak iagi. 2) mendeteksi berdasarkan

pewarnaan tertentu pada suatu cei 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. | :

IDENTIFIKASI KEGANASAN HEMATOLOGI
Identifikasi keganasan hematologi meliputi penentuan tipe dan subtipe leukemia
tertentu. Tipe keganasan yang telah terbukti jelas dapat dibedakan dengan imunofenotipe ini
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adalah sel blast yang berasal dari myeloid atau limfoid. Lebih jauh lagi subtipe myeloid,
limfoid B dan T dapat dibedakan berdasarkan ekspresi antigen terkait maturasinya seperti
pada kriteria SJRH atau EGIL (tabel 1).® 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 karenanya diperlukan kombinasi antibodi. Kombinasi antibodi ini dapat
menentukan pula sampai di tahap mana diferensiasi sel terhenti atau maturation arrest
teriadi seperti pada penentuan subtipe ALL dan AML karena pada hakekatnya setiap
molekul CD mempunyai karakteristik, ada yang diekspresikan sepanjang tahap
perkembangan, 'tetapi ada pula yang mempunyai masa tertentu. Meskipun pada umumnya
terdapat karakteristik lineage tertentu dari suatu marka CD, namun terkadang masih
dijumpai marka CD tertentu yang diternukan pada bukan lineage yang seharusnya, yang

" disebut ekspresi menyimpang (aberrant expression).? 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.

Tabel 1. Klasifikasi imunologi leukemia akut berdasarkan SJRH dan EGIL.3

SJCRH classification (21) EGIL classification (%))
Tmmunologic subgriup Immunophenotypic profile Immunologic subgroup Immunophenotypic profile
B-lineage ALL CD19+/CD22+/cyCD3~/MPO- B-lineage ALL CD19+ andfor CD79a+ and/or CD22+
Early pre-B CD79ax/CD10+/Tgp— B-I (pro-B) No B-cell differentiation untigens
B-11 (common B) CDI0+
Pre-B ALL CD79a+/CDI10+/cylgn+ B-111 {pre-B) cylgu+
Transitional (late) pre-B CDT9a+/CD10+Heylgu+/slgu+
Mature B CD79a+/CD10=/cylgu+/slge+/sigh+or sige+ B-1V (mature B) cylg orslg x+ or A+
T-lineage ALL CD7+/cyCD3+/CD22-/CD7%/MPO- T-lincage ALL Cytoplasinic/aurface CD3+
Pre-T $CD3-/CD5-/CD1~/CD4~/CD8-/CDI0- T-1 (pro-T) CD7+
Early-T sCD3-/CD5+/CD1-/CD4-/CDE/CD10- T-11 (pre-T) CD2+ and/or CD5+ andfor CDB+
Common-T $CD3/CD5+/CD1+/CD4£/CD82/CD102 T-111 (cortical 1) CDla+
Late-T sCD3M/CD5+/CD1-/CD4+ or CD8+/CD10= T-IV (mature T) Surface CD3+, CDla~
a/ff (proup a) TCR a/fi+
18 (group b) TCR y/i+
Early myeloid (AML-M0) Anti-MPO= but enzymatic MPO./CD33/ Early myeloid (AML-MD) MPO= but enzymatic MPO-/CDI134/CD33+/
CD13£/CD152/CD117£/CD61-/GPA- CD65+/and-or CD117+
Myeloid lineage CD34+/HLA-DR2/MPO=/CD33£/CD132/ Myela/monoeytic lincage MPO+/CDI134/CD334+/CD65+/and-or CD117+
CDI152/CD64- or wk/CD117+/CD61-/GPA-
Monocytic lineage | ’ CD34~/HLA.DR+MPO£/CD33/CD132/
CD142/CD152/CD64+/CD1 172/CD6 1 ~/GPA-
Megakaryoeylic lincage CD34£/HLA-DR£/MPO-/CD332/CD13 4/ Megakaryocytic lineage CD41+ and/or CD61+ (surface or eytoplasmic)
CD152/CD64—~/CDI 1 T2/CD614+/GPA=
Erythroid (pure) lineage CD342/HLA-DR+/MPO-/CD332/CD132/ Erythroid lincage Earlyfimmature: unclassified by markers
CDI15£/CD64-/CD1 172/CD61-/GPA+ Late/mature: GPA+
Undifferentiated CD45+/CD342/CD19+/CD22~/CD7%~/ Undifferentiated Often CD344+/HLA-DR+CD38+CDT+
cyCD3-/CD7+/CD5-/MPO-/CD332/
CD13./CD15-/CD1174/CD61-/GPA~
Af‘brﬂ'iatfonr SJCRH, 5t. Jude Children’s Research Hospital; EGIL, European Group for the T logical Ch ization of Leukemia; MPO, myelof idase; cylg
Y glot i slg, suface immunoglobulin, TCR, T-cell receptor.
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Tabel 2. Penentuan ekspresi CD aberrant dan biphenotypic acute leukemia berdasarkan SJRH.?

SJCRH Criteria for My+ ALL, Ly+ AML, and Biphenotypic Leukemia !
Ly+ AML? B-lineage My+ALL? !
1. Leukemic blasts are MPO+? (or ANB+ if AML N3) 1. Leukemic blasts e CD19+ plus CD22+ or eyCD79a+ or eylg p+
2. Leukernic blasts are cyCD3- 2. Leukemic blasts are cyCD3-
3. Leukemio blasts are cylgp- and do not coexpress CcD22 pluh ¢yCD79a~ 3. Levkemic blasts are MPO-2
4. Leu blasts 21 lympho:d iated antig 4. Leukeniic blasts expiess n] myclowd-associated antigens: CD13,
CD2,CD5.CD7, C.Dlg CD"Z CD56 cyCD79%a CD14,CD15,CD33, rD36, or CD63
! Biphenotypic acute leukemia T-lineage My+ ALL* ;
Myeloid/B-lineage biphenotypic acute leukemia: 1. Leukemic blasts are CD7+ and cyCD3+ :
Leukemie blasts coexpress MPO? and cylgy, ox MPO? 2. Leukenic blasts are CD22— E
and cyCD79a plus CD22 3, Leukemic blasts are MPO-?
MyeloidT-lineage biphenotypic acute leukemia: 4. Leukemic blasts express 21 myclmd-amted antigens: CD13, il
Leukemic blasts eoexpress MPO? plus eyCD3 CD14,CD15,CD33, C.D36 CD6S, CD19a™ 3
| Mixed B- and T-lincage acute leukemia: ) 3
| Leukemic blasts coexpress cyCD3 plus cylgn, or cyCD3 znd : 2
cyCD79%a plus CD22
! Abbreviations: SICRH, St. Jude Childzen’s Research Hospital; Ly+ AML, acute myeloid leukemia expressing lymphoid (Ly)-associated antipens; E
| My+ ALL, acute lymphoid leukemia expressing myeloid (My)-associated antigens; MPO, myeloperoxidase; ANB, a-naphthyl butyrate esterase; &
cyCD, cytoplasmic antigen expression; wk, weak,
Al four criteria must be fulfilled. !
5Coufirmed by cylochemical, anti-MPO, or ultrastructueal study.

Tabel 3. Penggolongan biphenotypic acute leukemia berdasarkan sistem skoring dari EGIL.?

EGIL Immunophenotyping Criteria
(Scoring System) for Biphenotypic Acute Leukemias

B.lineage T.lineage Myeloid Points®

CD79% cyls CD3 MPO 2

Cylgu TCRa/f :

¢y/sCD22 TCRy/d ' 3

CDI19 cD2 CDI3 1 1

CD10 CD5 | CD33

cD20 cDs CD63s

CD10 D117

s TdT TdT CD14 03 E
CD24 CD7 CD15
i CDla | Do :
F Abbreviations: EGIL, European Group for the Immunological
§ Chaactenization of Leukemua; cy, cytoplasmuc; s, swface, TCR, Tcell
receptor; MPO, myeloperoxidase, TdT, lcmnna! deo;ynuc]eohd}' 4

transferase. .

“Biphenotypic acute levkemia is defined by >2 points from the myeloid
group and >2 points from the B-lineage or T- hnzage gIoup.
Data from ref. 90. |




Tabel 4. Penentuan mixed phenotype acute leukemia (MEAL) berdasarkan WHO.*
[ S ——
Lineage assignment criteria
Myeloid lineage _
MPO" (flaw cytometry, immunohistochemistry, or cytochemistry)
or ,
Monocytic differentiation (at least 2 of the following: nonspecific esterase
cytochamistry, CD11¢, CD14, CD84, lysozyme)
T-lineage =
Stronyt cytoplasmic CD3 (with antibodies to CD3 & chain)
or
Surface CD3
B-lineage :
Strongt CD19 with at least 1 of the following strongly expressed: CD79a,
cytoplasmic CD22, or CD10
or
Weak CD19 with at least 2 of the following strongly expressed: CD79a,
cytoplasmic CD22, or CD10

‘See “Acute leukemias of ambiguous lineage® for caveats mlated to weaker
antigen expression, or to expression by immunohistochemistry only.
1Sirong defined as equal or brighter than the nonmal B or T ¢efls in the 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, moderate bila jatuh pada log 10° dan strong bila pada log

10* pada skala logaritmik dari sumbu X hail flowsitometri.®

DETEKSI MINIMAL RESIDUAL DISEASE (MRD)

Terapi pada leukemia akut bertujuan untuk mencapai remisi lengkap. Pada
kenyataannya pasien yang nampaknya sudah mencapai remisi 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 pemeriksaan sisa sel klonal leukemia atau yang lebih
dikenal pemeriksaan minimal residual disease. Pemeriksaan ini salah satunya adalah
dengan pemeriksaan CD marker tertentu pada flowsitometri.

Deteksi MRD pada leukemia berdasarkan ekspresi aberrant pada sel ganas sesuai
saat diagncsis. Aberrant ini dikenal sebagai leukemia associated (immuno)phenotypes
(LAIPs), 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
relaps.® |
LAIPs pada leukemia myelogenous akut (LMA) terdiri dari ekspresi aberrant,
biasanya dikombinasikan dengan petanda hweloid (CD13, CD33) dan dengan antigen
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normal progenitor seperti CD34, CD117 atau CD133. Beberapa mbnoklonal antibodi yang
dapat digunakan untuk menentukan LAIPs pada pasien LMA antara lain: 1) cross-lineage
ekspresi antigen (terekspresinya petanda linfoid seperti CD2, CD3; CD5, CD7, CD10 dan
; CD19 pada myeloblast, 2) asinkronisasi ekspresi antigen (co-ekspresi antigen yang tidak -
| sesuai dengan tahapan maturasinya, misainya ekspresi CD34 pada tahap myeloblast

B e

**x

f disertai CD15 yang seharusnya 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 imarka CD tertentu.® Tabel 5 menunjukkan ekspresi aberrant

| yang umum terjadi pada LAIPs leukemia akut.

Tabel 5. Kombinasi imunofenotipejang digunakan untuk menentukan MRD pasien leukemia akut.”
Frequency in Normal BM

Disgase Phenatype Froquency (%4t % positive cells = SDj

B-lineage ALL* TAT-CD10 (or CD13-CD34YCDI3 7 002+ 001
TdT-CD10 (or CD19-CD34)/CD33 8 0.03 £ 002
TdT-CD10 (or CD19-CD34)/COWSS 7 002 £ 0.01
TdT-CD10 (or CD19-CO34YCO21 10 0,02 £ 0.01
T4T-CD10 (or CD19-CD34)/CDSE 9 <001
TdT/eytoplasmic w/CD34 14 0.03 = 0.01

T-ALL TdT/eytoplasmic CO2 90 <0.01

AML CD34/CD56 20 <001
COWBS/CO34/TAT 15 <001

- * Approximately 35% of cases have at least one leukemia-associated phenotype.

1 Greater than 10% potitive laukemic lymphoblasts. /

#ALL- and AML-phenotypes were studied using light-scattering gates typical of immature lymphoid and myeloid cells, respectively. The
reduced level of expression of thesa phenotypes by normal cells makes it possible to distinguish 1 lsukemic cell smong 10,000 normal BM cells
by relying on such antigens in MRD assays.

PEMERIKSAAN CD34+ STEM CELLS
Terapi transplantasi sumsum tulang pada pengobatan keganasan hematologi sejauh

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

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

'|—.:'.—-l:!u.-.;.7,.m—

stem cell.
Pemeriksaan stem cell yang dikembangkan merupakan protokol dari Suitherland dan

RSt

Keeny yang kemudian digabungkan dengan panduan klinik dari International Society for
Hematotherapy & Graft Engineering (ISHAGE). Panel antibodi yang digunakan adalah
CD45/CD34/7-AAD. Sel progenitor hematopoietik diidentifikasi dengan kriteria sebagai
r berikut: 1) mengekspresikan antigen_ CD34, 2) mengekspresikan antigen CD45 dengan
karakteristik intensitas pengecatan sesuai sel blast (tetapi terdeteksi pada intensitas yang
lebih rendah daripada limfosit dan monosit), 3) menunjukkan ukuran dan granularitas sesuai
dengan limfosit dan sel blast, 4) 7-AAD negatif sehingga sel terbukti hidup.®
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PEMERIKSAAN APOPTOSIS '
Pemeriksaan apoptesis menggunakan flowsitometri dapat menggunakan beberapa

prinsip antara lain deteksi dengan fosfatidilserin yang terekspos keluar pada proses
apoptosis dengan menggunakan annexin V, dengan pewarnaan untuk memisahkan se!
yang hidup dan mati seperti zat warna Pl, DAP| dan 7-AAD. Cara lain adalah dengan
pemeriksaan antibodi terhadap protein pro apoptosis'(bcI-Z, bel-xl, bel-w, Mcl-1) dan anti
apoptosis (Bax, Bak, Bcl-xs, Bok, Bad, Bik, Bid, Bim, Noxa, puma), antibodi terhadap enzim
atau produk yéng dihasilkan selama dan akhir apoptosis seperti anti-caspase, anti-PARP
dan anti-H2Ax.

41 Annexin V/PI

Perubahan sel_uler 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 intrasel. Setelah hilangnya potensial
membran mitokondria, pompa membran lisosom kehilangan fungsinya. Setelah melewati
tahap ini, endonuklease endogen diaktivasi, yang dicerminkan oleh redistribusi

fosfatidilserin. Akhirnya, sel mengalami disintegrasi menjadi apoptotic bodies.®

4.2 Pemeriksaan Caspase

Peran caspase pada prose's apoptosis telah banyal terbukti. Caspase (cysteine-
aspartic proteases) 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 aktivasii 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 dalém perbaikan DNA, pemecahan struktur protein inti
sehingga terjadi kondensasi protein dan fragmentasi inti, serta fragmentasi DNA menjadi

+ unit nukleosomal." 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.

43  Pemeriksaan PARP/H2AX | |

Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) sebenarhya 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 89 kDa dan 24
kDa yang dapat diukur pada flowsitometri. 2
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H2AX merupakan salah satu dari kelompok histon yang membentuk kerangka DNA.
Pada kerusakan DNA yang berpotensi terjadiriya mutasi, sel akan mengaktifkan sekelompok
enzim antara lain ataxia teleangiectasia mutated (ATM) pada kerusakan double stranded
breaks dan ataxia te!eangiectas'ia and Rad3-related (ATR-3) pada single stranded breaks.
Sekelompok enzim ini menyebabkan fosforilasi H2AX menjadi yH2AX. Fosforilasi H2AX

menyebabkan sel bergerak menuju apoptosis. 2 ; |

PEMERIKSAAN PROLIFERASI SEL DAN DNA PLOIDI

Terdapat 4 prosedur yang digunakan secara luas untuk menganalisis siklus sel
dengan flowsitometri, yaitu prosedur pertama mendeteksi 5-bromo-2*-deoxyuridine (BrdU)
yang bergabung dengan sel yang sedang mengalami replikasi DNA. Pendekatan kedua
berdasarkan analisis bivariat kandungan DNA dan protein yang berkaitan denga'n proliferasi,
yaitu cyclin. Ekspresi cyclin D, cyclin E, cyclin A atau cyclin B1 terhadap kandungan DNA
ditunjukkan pada contoh gambar 3. Pendekatan ini dapat membedakan sel GO dari G1,
mengidentifikasi sel mitosis atau ekspresi terkait protein i,nfrasel_uler lainnya ter'hadap posisi
siklus sel. Prosedur ketiga dan keempat berdasarkan analisis kandungan DNA sel setelah
pengecatan sel dengan propidium iodide (Pl) atau 4’,6’—idfamfdino-2—phenyﬁndofe (DAPI).
Pendekatan ini memberikan distribusi sel pada 3 fase utama siklus sel (G1, S, G2/M) dan
membuatnya memungkinkan mendeteksi sel apoptosis melalui kandungan DNA yang

pecah.™

5.1 Metode bromodeoxyuridine/propidium iodide

Bromodeoxyuridine (5-bromo-2-deoxyuridine, 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.'

Metode ini merupakan metode Kklasik. Prosadlur 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 terde'naturasi

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 Gntuk sel yang terfiksasi maupun tidak.’
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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.

52  Metode cyclins/propidium iodide

Cyclins fnerupakan komponen kunci penggerak laju siklus sel. Ekspresi terutama
cyclin D, E, A dan B1 memberikan peran' penting untuk memulainya siklus sel dan
pembelahan sel. Pada prosedur ini ekspresi siklus sel dideteksi menggunakan antibodi
monoklonal spesifik (mAbs) dan dianalisis kandungan DNA nya. Secara umum, puncak
ekspresi cyclin D1 dapat dideteksi pada awal G1, puncak cyclin E khas pada transisi G1/S,
puncak cyclin A dapat dideteksi selama fase G2/M dan cyclin B1 khas pada akhir G2/M.

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

dari M. Hal yang perlu diperhatikan adalah tidak semua 'tipe sel bersifat sama (sebagai
contoh, cyclin D1 terdeteksi tidak hanya pada GO0/G1 tetapi juga pada G2/M, sekalipun
sangat jarang 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 perbedaaﬁ kandungan cyclin A, atau antara sel diploid G2 dan tetraploid G1
berdasarkan pada perbedaan ekspresi cyéﬁn E dan atau B1. Pada sel GO kurang
mengekspresikan cyclin tipe D atau E, sedangkan sel pada fase G1 mempunyai ekspresi
cyclin D dan atau E positif (gambar 1).
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Gambar 1. Distribusi bivariat (scatterplots) menunjukkan pola karakteristik dari ekspresi cyclin D1, E,
A dan B1 terhadap kandungan DNA pada sel normal, nontumor. Cyclin D1 diukur pada fibroblast
yang sedang tumbuh dari manusia normal, sedangkan cyclin E, A dan B1 diukur pada limfosit
manusia yang distimulasi mitogen. Batas populasi G1 dan G2/M 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 sebagian besar sel pada G2/M
memiliki cyclin D1 negatif. Cyclin E secara maksimal diekspresikan oleh sel yang memasuki S, dan
kadarnya turun selama perjalanan melalui S. Cyclin A diekspresikan oleh sel pada fase S dan
maksimal oleh sel G2; sel mitotik (setelah prometafase) memiliki cyclin A negatif. Cyclin B1
diekspresikan oleh sel dalam fase S lanjut, dan maksimal pada G2 dan M."*

5.3  Pengecatan dengan propidium iodide (Pl)

Prinsip pada pemeriksaan ini yaitu dengan merﬁbuat 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 fluoresensi merah yang hampir sama, hal ini mendukung
pengetahuan yang ada bahwa pada inti semua organisme yang normal, tidak sedang
membelah mengandung sejumlah DNA yang sama.’

Pada histogram flowsitometri memberikan 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 GO atau G1), séjumlah nukleus dengan jumlah DNA 4N (sel pada fase G2 atau M), dan
sejumlah nukleus dengan jumiah DNA berbeda yang terbentang diantara populasi 2N dan
4N (gambar 5,6)."

Histogram dibagi menjadi 4 marka, yaitu area sel dengan inti 2N, 4N dan diantaranya
yang berarti dalam fase sintesis. Meiode flow sitometri ini menghitung proporsi sel yang
berada pada proses pembentukan DNA dan tidakl 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. "

Gambaran histogram pada sampel jaringan ganas sering mengindikasikan adanya
sel dengan jumlah DNA yang salah. Pada 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 gambar 2.
Puncak abpormal mungkin memiliki jumiah DNA lebih atau kurang dibandingkan sel normal
(hiperdiploidi atau hipediploidi). Jaringan apapun yang memberikan hasil histogram dengan
puncak lebih dari satu dikategorikan sel abnormal. !
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Gambar 2. Histogram hasil fluoresensi propidium jodide dari inti sel yang diambil dari jaringan normal
(kanan atas) dan tumor ganas payudara. Data courtesy of Collm Hennessy.!
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5.4 Pengecatan dengan 4’,6’-diamidino-2-phenylindole (DAP?)
Prinsip pengecatan DAPI ini sama dengan Pl dan histogram yang terbentuk pun

hampir sama (Gambar 3).
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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 menginduksi apoptosis (B). Sel dicat dengan Pl atau DAPI sesuai protokol, Fluoresens
dari sel yang dicat Pl diukur menggunakan FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry Systems)
dan software Modfit dekonvolusi. Fluoresens DAPI diukur menggunakan EPICS ELITE cytometer
(Beckman/Coulter, Inc.) dan histogramnya diplot pada program MultiCycle (Phoenix Flow Systems).
Kedua program software memberikan perkiraan persentase sel dengan kandeungan pecahan DNA
(sel apoptotik) dan sel pada fase G1, S, G2/M dari siklus sel.™

KESIMPULAN
Pemanfaaatan flowsitometri untuk menentukan diagnosis tipe leukemia vyaitu
myeloid, limfoid B atau T. Selain itu juga untuk menentukan subtipé dari leukemia. Pada

myeloid dibedakan menjadi suptipe AML MO, myeloid, monositik, megakaryositik dan eritroid

lineage. Pada ALL B dibedakan menjadi subtipe pro, common, pre dan matur B, sedangkan

pada ALL T meliputi pro, pre, cortical dan matur T.

Pada deteksi MRD biasanya digunakan untuk menentukan keberadaan dan jumlah
klon abnormal yang tersisa yang mana hal ini tidak dapat terdeteksi dari pemeriksaan
morfologi hapusan sumsum tulang. Klon abnormal ini biasanya Qitandai dengan ekspresi
menyimpang dari sel blast yang tidak dijumpai pada sel blast normal. Ekspresi menyimpang
yang paling sering pada AML adalah CD5§ dan CD65, pada ALL B yaitu CD13, CD33,
CD65 dan CD21, sedangkan pada ALL T yaitu TdT.

Pemeriksaan Cd34+ stem cell dilakukan untuk penatailaksanaan pasien yang
mendapatkan terapi transplantasi sumsum tulang, yang biasanya dimonitoring saat awal,
setelah pemberian faktor pertumbuhan, setelah dilakukan pembiakan di luar, setelah
afaresis dan ketika akan dimasukkan ke tubuh pasien. '

Pemeriksaan lain yang masih dalam tahap riset yaitu apoptosis dan proliferasi sel
serta 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 Kkunci 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 89 kDa.
Pemeriksaan proliferasi sel dapat digunakan dengan pengecatan BrdU, Pl dan DAPI,
sehingga dapat diketahui siklus pembelahan sel mulai G0/G1, sintesis hingga G2/M
(mitosis). Pada teknik ini dapat diketahui pula aneuploidi dari DNA. Selain itu proliferasi sel
dapat diperiksa juga menggunakan antibodi tertentu pada brotein yang ferlibat dalam siklus
pembelahan sel seperti' antibodi terhadap cycl;'*:‘n dan cyclin dependent kinase (CDK).
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