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ABSTRAK

Latar belakang

Osteosarkoma memiliki prognosis buruk oleh karena kejadian metastasis yang tinggi dan kemoresisten. Cancer
stem cell dapat diidentifikasi menggunakan penanda tumor CD133. Cancer stem cell osteosarkoma mem-
punyai potensi pertumbuhan yang tinggi dan berperan terhadap kejadian metastasis pada paru. Pada beberapa
penelitian menunjukkan bahwa CXCR4, reseptor kemokin dari keluarga gen GPCR, telah terbukti berperan
penting dalam metastasis cancer stem cell. Tujuan penelitian ini untuk menganalisis hubungan antara ekspresi
CD133 dan CXCR4 pada osteosarkoma dengan kejadian metastasis, serta hubungan ekspresi CD133 dan
CXCR4 pada osteosarkoma.

Metode

Pada penelitian ini dilakukan observasional analitik dengan pendekatan cross sectional. Sampel penelitian
adalah blok parafin dari penderita osteosarkoma yang diagnosa secara histopatologi di Laboratorium Patologi
Anatomik RSUD Dr. Soetomo selama tahun2007-2013 terdiri atas 24 blok parafin, 9 diantaranya dengan
kejadian metastasis. Data metastasis diperoleh dari rekam medik. Pemeriksaan imunohistokimia dengan
menggunakan rabbit polyclonal antibody CD133 dan CXCR4 rabbit polyclonal antibody. Derajat ekspresi
CD133 dan CXCR4 dinilai berdasarkan jumlah sel tumor yang menunjukkan imunoreaktivitas secara
semikuantitatif. Ekspresi CD133 dan CXCR4 pada kejadian metastasis pada osteosarkoma dianalisis dengan
uji chi-square dan uji korelasi Spearman dengan tingkat kemaknaan p<0,05.

Hasil

Didapatkan 9 dari 24 kasus osteosarkoma dengan metastasis 7 dari 9 (77,8%) menunjukkan ekspresi CD133
dan CXCR4 positif dengan intensitas sedang sampai kuat. Terdapat hubungan antara ekspresi CD133 dan
CXCR4 dengan kejadian metastasis (p=0,035) dan terdapat hubungan positif antara ekspresi CD133 dan
CXCR4 dengan r=0,0864 (p=0,000).

Kesimpulan

Ekspresi CD133 dan CXCR4 meningkat sesuai dengan kejadian metastasis pada osteosarkoma. Ekspresi
CD133 dan CXCR4 memiliki hubungan berbanding lurus.

Kata kunci : CD133, CXCR4, metastasis, osteosarkoma.

ABSTRACT

Background

Osteosarcoma is associated with poor prognosis due to its high incidence of metastasis and chemoresistance.
Cancer stem cell can be identified by using tumor marker CD133. Cancer stem cell in osteosarcoma has high
growth potential and contributes to the incidence of metastases. Several studies showed that CXCR4. A
chemokine receptor in GPCR gene family, has been proven to play an essential role in the metastasis of cancer
stem cell.To analyze the correlation of CD133 and CXCR4 expression with incidence of metastasis in
osteosarcoma.

Methods

This is an anality observational cross sectional research. The samples were paraffin blocks diagnosed
histopathologically as osteosarcoma in Anatomic Pathology Laboratory Dr. Soetomo Hospital during 200-2013,
consisted of 24 paraffin blocks, 9 of them with the incidence of metastasis. Incidence of metastasis was
collected from medical record. Immunohistochemical examination using rabbit polyclonal antibody CD133 rabbit
polyclonal antibody CXCR4. Expression of CD133 and CXCR4 were assessed based on the number of tumor
cells that showed imunoreactivity semiquantitatively. CD133 and CXCR4 expression with metastation in
osteosarcoma incidence was analyzed with chi-square test, and Spearman correlation test with significance on
p<0.05.

Results

There were 9 of 24 cases osteosarcoma with metastasis. 7 of 9 (77.8%) showed moderate until strong
expression of CD133 and CXCR4. There was correlation between CD133 and CXCR4 expression with the
occurrence of metastases (p=0.035), and there was a positive correlation between the expression of CD133
and CXCR4 (p=0.000).

Conclusion

Expression of CD133 and CXCR4 increased in accordance with the incidence of metastasis in osteosarcoma.
Expression of CD133 and CXCR4 have positive corellation.

Key words: CD 133, CXCR4, metastasis, osteosarcoma.
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PENDAHULUAN

Osteosarkoma (OS) sebagai tumor tulang ganas
primer, biasanya terjadi pada anak-anak, remaja
dan dewasa muda,*” dengan angka kejadian
berdasarkan umur adalah sekitar 5 per satu juta
per tahun.>® Data Rekam Medik RSUD Dr.
Soetomo menunjukkan dalam kurun waktu
antara tahun 2000-2005 atau selama 6 tahun
terdapat 122 kasus osteosarkoma atau sebesar
32,19% dari keseluruhan tumor tulang.
Selanjutnya data tahun 2006-2009 menunjukkan
peningkatan signifikan hampir tiga kali lipat
karena dalam rentang waktu 4 tahun didapatkan
354 penderita osteosarkoma berbagai jenis atau
rata-rata terdapat 88 penderita baru per tahun
yang lebih dari 90% datang dalam keadaan
lanjut (Rekam Medik RSUD Dr.Soetomo, 2009).
Proses penyebaran terjadi secara hematogen.
Meskipun saat ini sudah meningkat pengobatan
multidisiplin, termasuk reseksi agresif bedah dan
kemoterapi multiagen intensif dan radioterapi,>*
30% pasien osteosarkoma masih mengalami
kekambuhan lokal, dan 80% dengan metastasis
saat diagnosis mengalami kekambuhan,?® dan
40% dari pasien meninggal dengan metastasis
paru.z’ﬁ'7 Oleh karena itu mengidentifikasi faktor
yang berperan terhadap prognosis membantu
pasien osteosarkoma dalam pemilihan mana-
jemen yang lebih agresif pada waktu awal.?®?

Cancer stem cell dianggap bagian dari
tumor yang bertanggung jawab untuk memulai
dan mempertahankan penyakit. CSC secara
alami resisten terhadap kemoterapi. Beberapa
marker permukaan seluler telah digunakan
untuk mengidentifikasi CSC, diantaranya adalah
CD133. Cancer stem cell pada osteosarkoma
mempunyai potensi pertumbuhan yang tinggi
dan berperan terhadap kejadian metastasis
pada paru. Pada beberapa penelitian menunjuk-
kan bahwa CXCR4, reseptor kemokin dari
keluarga gen GPCR, telah terbukti memainkan
peran penting dalam metastasis cancer stem
cell. Osteosarcoma stem cell ditemukan lebih
mengekspresikan CXCR4 dari sel tumor yang
normal.'®**

Berdasarkan uraian di atas, perlu untuk
dilakukan penelitian mengenai ekspresi CD133
dan CXCR4 pada osteosarkoma dalam hubu-
ngannya dengan kejadian metastasis sehingga
dapat digunakan untuk menentukan faktor
prognosis dan penatalaksanaan osteosarkoma.
Sampai saat ini, penelitian tersebut belum
pernah dilakukan di sentra Patologi Anatomik

22

prrrEtd Patologi

Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga/
RSUD Dr. Soetomo Surabaya.

METODE PENELITIAN

Rancangan penelitian yang digunakan merupa-
kan observasional analitik dengan pendekatan
cross sectional. Sampel penelitian adalah 24
kasus osteosarkoma terdiri atas 9 kasus osteo-
sarkoma dengan kejadian metastasis dan 15
kasus osteosarkoma tanpa metastasis yang
telah dioperasi dan dilakukan pemeriksaan
histopatologi di Instalasi Patologi Anatomik
RSUD Dr. Soetomo Surabaya periode 2007-
2013.

Ekspresi protein CD133 adalah ekspresi
protein CD133 yang diperiksa secara imuno-
histokimia dengan antibodi policlonal rabbit
terhadap protein CD133 Bioss, dihitung secara
visual dengan mikroskop cahaya binokuler
pembesaran 400x. Ekspresi protein CXCR4
adalah ekspresi protein CXCR4 yang diperiksa
secara imunohistokimia dengan antibodi poli-
clonal rabbit terhadap protein CXCR4 Boster,
dihitung secara visual dengan mikroskop cahaya
binokuler pembesaran 400x. Dikatakan positif
jika skor 2 atau 3 dengan intensitas sedang
sampai kuat.

Data yang dikumpulkan dianalisis
dengan statical package for the social sciences
(SPSS). Untuk menganalisa hubungan ekspresi
CD133 terhadap kejadian metastasis pada
osteosarkoma menggunakan uji chi-square
(p<0,05). Analisa hubungan ekspresi CXCR4
terhadap kejadian metastasis pada osteosar-
koma dengan menggunakan uji statistik chi-
square (p<0,05). Sedangkan hubungan antara
ekspresi CD133 dengan ekspresi CXCR4 pada
osteosarkoma dengan uji Spearman (p<0,001).

HASIL
Pada Tabel 1 ditunjukkan bahwa pasien osteo-
sarkoma terutama berjenis kelamin laki-laki
(79,2%) dan perempuan (20,8%) dengan rasio
3,8:1.

Pasien osteosarkoma berusia antara 12
tahun sampai 64 tahun. Usia penderita osteo-
sarkoma paling banyak berada pada rentang 15-
29 tahun (62,5%).

Lokasi osteosarkoma terbanyak pada
regio cruris (54%) kasus, sedangkan tipe histo-
patologi terbanyak adalah tipe kondroblastik
(37,4%) dan lokasi metastasis terbanyak pada
paru-paru (88,9%).
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Tabel 1. Karakteristik penderita osteosarkoma sampel
penelitian.

Karaktristik Kategori Frekuensi (%)
Jenis kelamin Laki-laki 19 (79,2%)
Perempuan 5 (20,8%)
Usia (tahun) <15 2 (8,3%)
15-29 15 (62,5%)
30-44 5 (20,9%)
245 2 (8,3%)
Lokasi osteo- Cruris 13 (54%)
sarkoma Femur 5 (21%)
Humerus 1 (4%)
Mandibula 3 (13%)
Skull base 1 (4%)
Pelvis 1 (4%)
Tipe osteosar- Conventional kondro- 9 (37,4%)
koma blastik
Fibroblastik 1 (4%)
Osteoblastik 3 (13%)
Giant cell rich 4 (16,6%)
Telangiectatic 1 (4%)
Tanpa keterangan 6 (25%)
Metastasis Tidak 15 (62,5%)
Ya 9 (37,5%)
Paru-paru 8 (88,9%)
Tulang 1(11,1%)

Tabel 2. Ekspresi CD133 pada osteosarkoma
. Frekuensi pada  Frekuensi pada non
Ekspresi CD 133 metastasis (%) metastasis (%)
Positif 7 (77,7%) 5 (33,3%)
Negatif 2 (22,3%) 10 (66,7%)

Tabel 3. Ekspresi CXCR4 pada osteosarkoma.

Ekspresi Frekuensi pada Frekuensi pada
CXCR4 metastasis (%) non metastasis (%)
Positif 7 (77,7%) 5 (33,3%)

Negatif 2 (22,3%) 10 (66,7%)

Osteosarkoma dengan kejadian metas-
tasis didapatkan 77,7% kasus terpulas positif
dengan intensitas sedang sampai kuat. Sedang-
kan osteosarkoma tanpa kejadian metastasis
didapatkan 33,3% kasus terpulas positif dengan
intensitas sedang sampai kuat. Uji chi-square
antara ekspresi CD133 dan CXCR4 dengan
kejadian metastasis osteosarkoma menunjukkan
hubungan bermakna didapatkan hasil masing-
masing p=0,035. Dan terdapat hubungan eks-
presi CXCR4 terhadap kejadian metastasis
pada osteosarkoma.

Berdasarkan Tabel 2 diperoleh data
osteosarkoma dengan kejadian metastasis dida-
patkan 7 (77,7%) dari 9 kasus, terpulas positif
CD133 dengan intensitas sedang sampai kuat.
Sedangkan osteosarkoma tanpa kejadian
metastasis didapatkan 5 (33,3%) dari 15 kasus,
terpulas positif CD133 dengan intensitas sedang
sampai kuat (Gambar 1).
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Berdasarkan Tabel 3 diperoleh data
osteosarkoma dengan kejadian metastasis
didapatkan 7 (77,7%) dari 9 kasus, terpulas
positif CXCR4 dengan intensitas sedang sampai
kuat. Sedangkan osteosarkoma tanpa kejadian
metastasis didapatkan 5 (33,3%) dari 15 kasus,
terpulas positif CXCR4 dengan intensitas
sedang sampai kuat (Gambar 2).

Gambar 1. Ekspresi CD133 positif pada osteo-
sarkoma. A. Terpulas dengan skor 2 dengan inten-
sitas sedang; B. Terpulas dengan skor 3 dengan
intensitas kuat (400x).

Gambar 2. Ekspresi CXCR4 pada osteosarkoma. A.
Terpulas dengan skor 2 dengan intensitas sedang; B.
Terpulas dengan skor 3 dengan intensitas kuat
(400x).

DISKUSI
Insiden osteosarkoma sebagian besar terjadi
pada dekade kedua, serta angka kejadian pada
laki-laki lebih tinggi dibandingkan pada perem-
puan dengan perbandingan rasio yang berbeda-
beda. Osteosarkoma dapat ditemukan pada
semua lokasi tulang, namun paling banyak
ditemukan pada tulang panjang ekstremitas,
terutama distal femur, proximal tibia dan
proksimal humerus dengan persentase didapat-
kan pada regio genu sebesar 50%. Varian
histologik yang sering didiagnosa secara histo-
patologik adalah osteosarkoma tipe konven-
sional (osteoblastik, kondroblastik dan fibro-
blastik). Lokasi metastasis tersering untuk
metastasis osteosarkoma adalah paru-paru dan
terbanyak kedua adalah tulang.

Pada Tabel 2 menunjukkan 7 dari 9
kasus osteosarkoma dengan metastasis ter-
pulas positif CD133, dan pada analisa statistik
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didapatkan hubungan yang bermakna antara
ekspresi CD133 terhadap kejadian metastasis.
(p=0,035). Hasil tersebut didukung penelitian
terdahulu yang mendapatkan korelasi yang
signifikan antara ekspresi CD133 dan kejadian
metastasis pada osteosarkoma.'

Penelitian lain pada kanker pankreas
menyimpulkan bahwa terdapat korelasi antara
ekspresi CD133 dengan kejadian metastasis,
VEGF dan prognosis.® Penelitian lain pada
adenokarsinoma gaster menunjukkan adanya
korelasi antara ekspresi CD133 dengan tumor
yang lebih besar, TNM stage, metastasis limfatik
dan kelangsungan hidup.’

Pada Tabel 3 menunjukkan 7 dari 9
kasus osteosarkoma dengan metastasis ter-
pulas positif CXCR4 dan pada analisa statistic
didapatkan hubungan yang bermakna antara
ekspresi CXCR4 dengan terhadap kejadian
metastasis (p=0,035). Penelitian terda-hulu
menunjukkan CXCR4 memainkan peran kunci
dalam homing metastasis sel tumor ke organ
yang kaya ligan CXCL12. VEGF dan atau
aktivasi nuclear factor kappa B (NF-kB) juga
memiliki kemampuan untuk meningkatkan eks-
presi CXCR4 khususnya selama perkembangan
kanker. Gen ini meningkatkan eksgresi CXCR4
mendorong invasi dan metastasis."

CXCR4 berperan memperantarai me-
tastasis, ketika sel tumor memasuki darah atau
system limfatik, sel tumor secara istimewa akan
bermigrasi dan memasuki daerah yang tinggi
ekspresi CXCL12. Kanker payudara mengikuti
pola metastasis ini, sel tumor bermigrasi ke
kelenjar getah bening, paru-paru, hati, dan
sumsum tulang, yang semuanya memiliki
ekspresi yang tinggi CXCL12."

CD133 telah dianggap sebagai penanda
cancer stem cell dalam beberapa jenis tumor.
Penelitian terdahulu menguji ekspresi mRNA
dari gen stemness Oct-4, NANOG dan reseptor
terkait metastasis CXCR4 menggunakan RT-
PCR pada populasi sel CD133+ dan sel
CD133-. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
ekspresi mMRNA secara signifikan lebih tinggi
pada populasi CD133".! Penelitian lain pada
kanker kolon juga menunjukkan adanya koeks-
presi CD 133 dan CXCR4 pada kanker kolon
berkaitan dengan staging dan metastasis kelen-
jar getah bening. Hal tersebut serupa dengan
penelitian ini di mana terdapat hubungan antara
ekspresi CD133 dan CXCR4 pada OS dengan
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uji lanjutan Spearman didapatkan hasil koefisien
korelasi r=0,864 dan p=0,000.""

KESIMPULAN

Ekspresi CD133 dan CXCR4 meningkat sesuai
dengan kejadian metastasis dan didapatkan
hubungan antara ekspresi CD133 dengan
ekspresi CXCR4 pada osteosarkoma yang
berbanding lurus.
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