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ABSTRACT

Relationship between Signal Regulatory Protein Alpha with High Risk
Histopathology Degree in Patients with Retinoblastoma

Datu Respatika', Supanji!, Didik Setyo Heriyanto?, Angela Nurini Agni!, Purjanto Tepo Utomo!, Agus
Supartoto!

"Department of Ophthalmology, Faculty of Medicine, Public Health and Nursing, Universitas Gadjah
Mada-Dr. Sardjito General Hospital
2Department of Anatomical Pathology, Faculty of Medicine, Public Health and Nursing, Universitas
Gadjah Mada-Dr. Sardjito General Hospital

Purpose

To determine the expression of Signal Regulatory Protein Alpha (SIRPa) and its
relationship with high-risk histopathology degree in retinoblastoma patients.

Methods

This was an analytic observational study with cross-sectional design. Total 47 patients
were enrolled in this study. The mRNA of SIRPa were extracted from formalin-fixed,
paraffin-embedded tissue sections and quantified with quantitative PCR method.
Results

All samples showed an increase of SIRPa expression (12.38+5.69 fold change) when
compared to normal retina. We then grouped the patient based on SIRPa expression and
histopathological degree. There was association between high expression of SIRPa and
high-risk histopathological degree in patient with retinoblastoma (p=0.003).

Conclusion

There was an increased expression of SIRPa in patient with retinoblastoma. Furthermore,
the high expression of SIRPa were associated with high-risk histopathological degree of
retinoblastoma.

Keywords

SIRPa, Retinoblastoma, mRNA, Immunotherapy, Histopathology
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Hubungan Antara Ekspresi mRNA Signal Rergulatory Protein Alpha
dengan Gambaran Histopatologi Risiko Tinggi pada Pasien Retinoblastoma

Datu Respatika', Supanji!, Didik Setyo Heriyanto?, Angela Nurini Agni!, Purjanto Tepo Utomo!, Agus
Supartoto!

"Departmen Ilmu Kesehatan Mata, Fakultas Kedokteran Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan,
Universitas Gadjah Mada-RSUP. Dr. Sardjito
2Departmen Patologi Anatomi, Fakultas Kedokteran Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan,
Universitas Gadjah Mada-RSUP. Dr. Sardjito

Latar Belakang

Untuk mengetahui ekspresi Signal Regulatory Protein Alpha (SIRPa) dan hubungannya
dengan derajat histopatologi risiko tinggi pada pasien retinoblastoma.

Metode

Penelitian ini merupakan penelitian observasional analitik dengan desain potong lintang.
Total 47 pasien yang terdaftar dalam penelitian ini. mRNA SIRPa diekstraksi dari bagian
jaringan yang difiksasi dengan formalin, parafin dan dikuantifikasi dengan metode PCR
kuantitatif.

Hasil

Semua sampel menunjukkan peningkatan ekspresi SIRPa (perubahan 12,38+5,69 kali
lipat) jika dibandingkan dengan retina normal. Kami kemudian mengelompokkan pasien
berdasarkan ekspresi SIRPa dan derajat histopatologi. Terdapat hubungan antara ekspresi
SIRPa yang tinggi dengan derajat histopatologis risiko tinggi pada pasien retinoblastoma
(p=0,003).

Kesimpulan

Pada penelitian ini didapatkan adanya peningkatan ekspresi SIRPa pada pasien dengan
retinoblastoma. Lebih lanjut, ekspresi SIRPa yang tinggi dikaitkan dengan derajat
histopatologis retinoblastoma yang berisiko tinggi.

Kata Kunci

SIRPa, Retinoblastoma, mRNA, Imunoterapi, Histopatologi
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BAB I. PENDAHULUAN

A. LATAR BELAKANG

Retinoblastoma adalah keganasan intraokular paling umum pada anak-anak, yang
timbul dari sel-sel retinoblas yang belum matang dalam perkembangan retina.
Keganasan ini adalah keganasan intraokular yang paling umum pada semua kelompok
ras. Keganasan ini dapat menyebar ke otak melalui saraf optik dan metastasis jauh.
Insidensi retinoblastoma dilaporkan sebanyak 1: 15.000 hingga 1: 20.000 kelahiran.
Laporan menunjukkan bahwa insidensi retinoblastoma pada pria dan wanita memiliki
frekuensi yang sama dan tidak memiliki kecenderungan ras (Yanoff & Sassani, 2014;
Arean et al., 2010; Thompson et al., 2015). Hanya 6% pasien retinoblastoma yang
memiliki riwayat keluarga positif untuk retinoblastoma. Sampai sekarang, pasien
dengan mutasi germinal, dengan riwayat tumor dalam keluarga, secara klinis masih
sulit dibedakan dari pasien dengan mutasi somatik retinoblastoma (Abramson &
Schefler, 2004).

Enukleasi, kemoreduksi intravena, dan kemoterapi intra-arteri adalah modalitas
utama terapi retinoblastoma (Shields & Shields, 2010). Sebuah studi retrospektif dari
107 mata melaporkan bahwa kemoterapi intra-arteri dapat mempertahankan bola mata
pada 78,5% pasien dengan retinoblastoma (Chen et al, 2017). Namun demikian
dengan semua modalitas di atas, penelitian di Taiwan menunjukkan fakta bahwa
tingkat kematian pasien retinoblastoma tetap tinggi (Chang ef al., 2006). Tingkat
kekambuhan yang tinggi dan tingkat kelangsungan hidup yang rendah juga ditemukan
pada pasien retinoblastoma yang dirawat di Rumah Sakit Umum Pusat Dr. Sardjito

(Utomo, data tidak dipublikasikan).
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Untuk menjawab tantangan di atas, beberapa strategi telah dikembangkan untuk
terapi kanker. Kelompok pertama adalah inhibitor kuat untuk proliferasi sel tumor,
seperti penghambat jalur sinyal Raf-MEK dan PI3K-mTOR (Caunt et al., 2015;
O’Donnell et al, 2018). Kelompok kedua adalah antibodi monoklonal yang
ditargetkan pada sel tumor dan dengan demikian menginduksi destruksi sel tumor
dengan Antibody-Dependent Cellular Phagocytosis (ADCP) yang dimediasi oleh
makrofag dan Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity (ADCC) yang dimediasi
oleh sel Natural Killer (NK) (Murata et al., 2018a). Baik ADCP maupun ADCC
memerlukan interaksi antara reseptor Fc pada sel efektor (makrofag / NK) dengan
domain Fc dari antibodi monoklonal (Braster et al., 2014). Sel-sel tumor solid
diperkirakan dapat menghindari pengawasan sistem kekebalan tubuh melalui interaksi
dengan sel-sel kekebalan tubuh yang disebut immune checkpoint system atau Sistem
Pengawasan Imun (Alsaab et al., 2017). Signal Regulatory Protein Alpha (SIRPa)
dan CD47 merupakan salah satu dari sistem pengawasan imun yang berperan pada
beberapa keganasan (Murata et al., 2014; Murata et al., 2018a; Lian et al., 2019).

SIRPa sendiri adalah protein superfamili Ig yang menghambat fagositosis pada
makrofag saat berinteraksi dengan ligan CD47 yang diekspresikan pada permukaan
sel target (Matozaki et al., 2009). Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa
interaksi CD47 pada sel tumor dengan SIRPa pada makrofag berfungsi untuk
menghambat fagositosis sel tumor oleh makrofag (Matlung et al., 2017; Jaiswal et al.,
2009; Majeti et al., 2009; Chao et al., 2012). Pada penelitian lain di tempat penulis
melakukan studi S3, blokade SIRPa dengan antibodi monoklonal anti SIRPa dapat

meningkatkan eliminasi sel tumor melalui ADCP yang dimediasi oleh makrofag
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(Yanagita et al., 2017; Murata et al., 2018a). Hal ini mengakibatkan penekanan
pertumbuhan tumor dan pencegahan metastasis tumor (Yanagita ef al., 2017).

Fakta menarik ditemukan pada beberapa studi lain, dimana SIRPa telah
dibuktikan diekspresikan pada beberapa sel termasuk pada sel retina (Murata et al.,
2014; Respatika et al., 2017; Hamada et al., 2004). Dalam penelitian ini, penulis ingin
mengetahui apakah sel retinoblastoma, yang berasal dari retina, juga
mengekspresikan SIRPa. Peneliti juga ingin mengetahui apakah SIRPa berhubungan
dengan derajat keganasan retinoblastoma yang digambarkan dengan gambaran

histopatologi risiko tinggi pada pemeriksaan patologi anatomi.

B. PERUMUSAN MASALAH
1. Apakah sel tumor Retinoblastoma mengekspresikan protein trans-membran
SIRPa?
2. Apakah ekspresi SIRPa berkaitan dengan gambaran histopatologi risiko tinggi

pada pasien Retinoblastoma?

C. TUJUAN PENELITIAN
1. Mengetahui ekspresi protein trans-membran SIRPa pada sel tumor
Retinoblastoma.
2. Mengetahui hubungan antara ekspresi SIRPa dengan gambaran histopatologi

risiko tinggi pasien Retinoblastoma
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D. MANFAAT PENELITIAN
Hasil penelitian ini membantu kita untuk memahami peran SIRPo dalam
retinoblastoma. Hal ini menyebabkan pemahaman yang lebih baik tentang proses
molekuler yang melibatkan SIRPa yang mungkin memainkan peran dalam
pengembangan retinoblastoma. Dengan demikian, temuan penelitian ini dapat
berkontribusi pada patogenesis retinoblastoma. Selain itu, hasil penelitian ini dapat
memberikan pengetahuan tambahan tentang kemungkinan imunoterapi untuk

menyembuhkan retinoblastoma.

E. KEASLIAN PENELITIAN
Temuan dari studi sebelumnya menunjukkan SIRPa diekspresikan oleh melanoma
dan karsinoma sel ginjal. Ekspresi SIRPa dalam jaringan retinoblastoma belum
pernah dilaporkan sebelumnya. Penelitian ini akan fokus pada penelusuran ekspresi
SIRPa yang dianggap memainkan peran penting dalam patogenesis retinoblastoma,

yang belum pernah diteliti sebelumnya.

Tabel 1. Penelitian Mengenai SIRPo. Pada Tumor

Peneliti/Desain Variabel Hasil
Y ita et al.
201 7?21?5;; ietaaet’al Humanr renal cell carcinoma dan
20 1%) N Ekspresi SIRPa  Melanoma menunjukkan ekspresi

Observasional Analitik SIRPa

Chen et al., 2004(Chen et
al.,2004) - Wu et al.,
2000(Wu et al., 2000)

Observasional Analitik

SIRPa diekspresikan oleh 8 dari 9
Ekspresi SIRPa  astrocytoma cell lines dan 7 dari
10 tumor otak primer

Pada karsinoma esofagus, fungsi

Tao et al., 2022(Tao et al., dan jalur biologis yang terkait
2022) Ekspresi SIRPo.  dengan aktivitas kanker terlihat
Observasional Analitik meningkat pada kelompok dengan

ekspresi SIRPa yang tinggi




Hubll(mgan Antara Ekspresi mRNA Signal Rergulatory Protein Alpha dengan Gambaran Histopatologi
Risiko
Tinggi pada Pasien Retinoblastoma
DATU RESPATIKA, Prof. Dr. dr. Agus Supartoto, Sp.M(K)
UNIVERSITAS

GADJAH MADA Universitas Gadjah Mada, 2022 | Diunduh dari http://etd.repository.ugm.ac.id/

BAB II. TINJAUAN PUSTAKA

A. RETINOBLASTOMA DAN EPIDEMIOLOGI

Retinoblastoma berkembang setelah sel retina dengan RBI17- mengalami
proliferasi dan membentuk retinoma jinak (Dimaras et al., 2015). Retinoblastoma
diperkirakan berasal dari sel prekursor fotoreseptor, yang berkembang di masa kanak-
kanak, dapat diwariskan atau tidak diwariskan, dan melibatkan satu atau kedua mata
(Chintagumpala et al., 2007; Vasalaki et al., 2017). Tumor ini adalah keganasan
intraokular paling sering pada anak-anak di seluruh dunia, dengan 50-60 kasus baru
per tahun di Inggris Raya dan 300-400 di Amerika Serikat (Vasalaki et al., 2017).
Sebuah penelitian melaporkan bahwa 95% kasus terjadi pada anak di bawah usia 5
tahun. Sedangkan retinoblastoma bilateral dapat terjadi pada 20-30% kasus
retinoblastoma (Kodrat & Gondhowiardjo, 2013). Kejadian kanker atau tumor mata
di Indonesia belum tercatat secara baik. Adapun laporan spesifik mengenai
retinoblastoma di RS Adam Malik, Medan dari tahun 1995-1999, menunjukkan ada
19 kasus dengan jumlah laki-laki sebanyak 9 orang dan perempuan sebanyak 10 orang
(Lubis, 2001). Pada tahun 2011-2016, RS Adam Malik, Medan, kembali melaporkan
129 kasus baru retinoblastoma dengan rasio yang sama antara laki-laki dan
perempuan (Simanjuntak & Miranda, 2018). Laporan dari RSUD Dr. Soetomo,
Surabaya, ditemukan sebanyak 44 penderita retinoblastoma sejak tahun 2010 — 2012
(Soebagjo et al., 2013). Berdasarkan data dari Yogyakarta Paediatric Cancer Registry,
sejak tahun 2000 hingga 2009, setidaknya didapatkan sebanyak 74 kasus
retinoblastoma (Ali et al., 2010). Departemen Ilmu Kesehatan Mata RSUP Dr.
Sardjito mencatat terdapat 51 kejadian retinoblastoma sejak tahun 2012 hingga 2017

(Supartoto et al., 2016).
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B. PATOFIOLOGI DAN TUMORIGENESIS DARI RETINOBLASTOMA

pRB adalah protein yang dikenal sebagai produk gen RB1 yang memiliki fungsi
anti-proliferasi penting dalam pengaturan sel prekursor fotoreseptor kerucut. Dalam
perkembangan sel retina, mutasi RB1 menyebabkan hilangnya fungsi pRB. Gangguan
fungsional ini diikuti oleh proliferasi sel retina (RB17-) yang muncul sebagai retinoma.
Akhirnya, retinoma dapat berlanjut dan berkembang menjadi retinoblastoma (hanya
5% pasien memiliki retinoma yang tidak berkembang menjadi retinoblastoma) (Error! R
eference source not found.) (Dimaras ef al., 2008). Proliferasi sel retina yang tidak
terkontrol terjadi setelah perubahan genetik atau epigenetik yang mendorong
perkembangan tumor intraretina. Ketidakmampuan untuk mengikuti stimulasi cahaya
dan leukokoria (tumor putih yang terlihat melalui pupil) adalah tanda yang paling
umum ditemukan pada pasien retinoblastoma (Dimaras ef al., 2012). Dalam banyak
kasus, penglihatan dan mata pasien dapat diselamatkan dan kanker dapat
disembuhkan, ketika deteksi dini retinoblastoma dan terapi yang tepat dilakukan.
Namun, diagnosis yang tertunda dapat menyebabkan invasi tumor pada saraf optik

dan otak yang mengakibatkan penyakit fatal, atau metastasis di bagian lain tubuh..

C. SISTEM PENGAWASAN IMUN
Lingkungan mikro tumor diinfiltrasi oleh beberapa jenis sel imun bawaan dan
adaptif. Namun fungsi pengawasan dari sistem imun sering kali ditekan oleh berbagai
mekanisme (Thorsson et al., 2018; Binnewies et al., 2018). Penekanan pada sistem
sinyal dan sistem metabolik mewakili dua penyebab utama penekanan fungsi

pengawasan dari sistem imun. Penekanan sinyal ditunjukkan oleh cara sel tumor
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menurunkan regulasi aktivitas imuno-reseptor stimulator sambil meningkatkan

aktivitas imuno-reseptor penghambat.

‘ Brain and/ or CSF ‘ ‘ Orbit and/ or bone marrow ‘

Gambar 1. Perkembangan dari retinoblastoma.

A. Gambaran anatomi mata yang sehat. B. Ketidakstabilan genom akan menyebabkan pembentukan
retinoma, Inset menunjukkan retinoma kecil yang tidak terdeteksi kecuali dengan OCT. C.
Retinoblastoma intranetina yang timbul dari perubahan gen yang menyebabkan proliferasi tidak
terkontrol; Tumor berkembang dan menyebar ke jaringan independen, menempel di bawah retina
dan memasuki vitreous. D. Retinoblastoma dapat menyerang jaringan di sekitarnya (Dimaras et al.,
2015).

Fakta menunjukkan bahwa sel tumor dapat menurunkan sinyal stimulasi yang
dimediasi reseptor sel T dengan menurunkan regulasi level MHC-I di permukaan sel
(McGranahan et al, 2017). Di sisi lain, sel tumor dapat menyesuaikan sinyal
penghambatan fungsi pengawasan dari sistem imun yang dimediasi oleh Programmed

Cell Death Protein — I (PD-1) dengan meningkatkan ekspresi imuno-reseptor
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penghambat (Programmed Death Ligand — I atau PD-L1) pada permukaan sel (Iwai
et al., 2002). Oleh karenanya, banyak penelitian mengenai konsep penanganan
tumor/keganasan yang dicapai dengan menghalangi interaksi PD-1 dan PD-L1, untuk
aktivasi fungsi anti tumor dari sistem imun (Borghaei et al., 2015; Ribas & Wolchok,
2018).

Ekspresi imuno-reseptor penghambat yang tinggi di permukaan sel sangat
bergantung pada lingkungan mikro tumor, namun mekanisme yang mendasarinya
belum sepenuhnya dipahami. Sebagai protein membran, reseptor sistem pengawasan
imun diekspresikan dalam retikulum endoplasma dan kemudian dikirim ke
permukaan sel untuk menjalankan fungsi penghambatannya. Proses ini melibatkan
transportasi berurutan melalui aparatus golgi dan vesikel sekretori oleh sistem
penyortiran protein. Selama pengiriman ke permukaan sel, glikosilasi berfungsi
sebagai kontrol kualitas untuk memastikan hanya reseptor sistem pengawasan imun
yang matang dan fungsional yang dikirim ke permukaan sel (Mellman & Nelson,
2008; Xu & Ng, 2015). Setelah mencapai permukaan sel, reseptor sistem pengawasan
imun akan mengalami internalisasi dan daur ulang, yang menawarkan jalur
pengaturan cepat untuk memodulasi level permukaan dari reseptor sistem
pengawasan imun (Katzmann et al., 2002; Grant & Donaldson, 2009).

Degradasi protein yang dimediasi ubiquitination adalah mekanisme penting
lainnya yang berperan mengontrol level protein. Selain itu reseptor sistem
pengawasan imun dapat mengalami proses ubiquitination dan diteruskan ke
proteasome atau lisosom untuk degradasi. Proses seluler di atas, secara bersama-sama

akan menentukan tingkat ekspresi reseptor sistem pengawasan imun yang berperan
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penting dalam pembentukan proses transfer sinyal antar sel (Gambar 2) (He & Xu,

a b
PD-1 /’ 4 PD-L1 / ) " e
K o ¥ s recdvchng <‘ -~
\ endosome
> \ endosome ( ) \ Ty /
P ~A CMTM6/4 &9 .
4 P/ AN X dos i U\fj Cullin3-SPOP
/o Ub recycling Y SRS \ late endosome / e o "?‘)"
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o |
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Gambar 2. Regulasi ekspresi permukaan PD-1 dan PD-L]I.

A. jalur fukosilasi inti yang dimediasi Fut8 diperlukan untuk ekspresi permukaan PD-1. PD-1 yang
diinternalisasi di mana-mana oleh FBXO38 untuk degradasi proteasomal dan juga dapat didaur
ulang ke permukaan dengan bantuan TOX di lingkungan mikro kanker hati. B. N-glikosilasi yang

dikatalisis STT3 menstabilkan ekspresi permukaan PD-LI. Glikosilasi PD-L1 yang diinduksi P-
S195 menyebabkan ERAD. PD-L1 yang diinternalisasi disortir ke lisosom oleh HIPIR untuk
degradasi atau didaur ulang ke permukaan sel dengan bantuan CMTM6/4. PD-L1 di mana-mana
oleh ligase E3 yang berbeda (HRD1, Cullin3-SPOP, -TrCP dan STUBI) di bawah konteks yang
berbeda, dan dihilangkan oleh CNS5. Palmitoylation PD-L1 oleh DHHC3 menekan mono-
ubiquitination dan degradasi lisosomnya (He & Xu, 2020).

D. SISTEM SINYAL SIRPa -CD47

Signal regulatory protein alpha (SIRPa), juga dikenal sebagai SHPS-1 / BIT /
CD172a, adalah protein imunoglobulin yang mengikat protein tirosin fosfatase SHP-
1 dan SHP-2 melalui daerah sitoplasmiknya (Matozaki et al., 2009; Murata et al.,
2014). CD47, merupakan sebuah protein imunoglobulin lain, protein trans-membran
yang diekspresikan secara luas dalam tubuh manusia, yang berinteraksi dengan
imuno-reseptor penghambat myeloid SIRPa. Kedua protein ini membentuk sistem
komunikasi sel ke sel (sistem sinyal SIRPa-CD47) (Barclay & Van den Berg, 2014;
Barclay, 2009). Ligasi SIRPa (pada makrofag) oleh CD47 (pada sel darah merah)
meningkatkan fosforilasi tirosin dari SIRPa dan hubungannya selanjutnya dengan

fosfatase SHP-1, menghasilkan penghambatan fagositosis (beroperasi sebagai "sinyal

Hubungan Antara Ekspresi mRNA Signal Rergulatory Protein Alpha dengan Gambaran Histopatologi
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jangan-makan-aku") dari sel darah merah oleh makrofag (Gambar 3) (Matozaki et al.,
2009).
¥ (i) Activation and maturation

l (if) Migration to peripheral lymph noc

_______ oo — Aut
B (EA

CH
~Th17 cell
Gambar 3. Regulasz negatlf “fagositosis dengan llgasz CD47-SIRPo.

(Matozaki et al., 2009).

Dilain pihak, fagositosis patogen oleh sel dendritik yang imatur mengaktifkan sel
dendritik itu sendiri. Sel dendritik kemudian bermigrasi ke kelenjar getah bening
perifer dan menstimulasi sel CD4" T naif, hingga berdiferensiasi menjadi sel Th17
dengan adanya IL-6 dan TGF-f (Gambar 4). SIRPa, melalui interaksinya dengan
CD47, berpotensi untuk memiliki banyak peran dalam proses ini. Misalnya,
kemungkinan SIRPao untuk mempromosikan sel T kepada sel dendritik yang berakibat
pada aktivasi sel T. Hal in1 diperkirakan terjadi melalui interaksi dengan CD47 pada
sel T, dengan cara yang secara fungsional mirip dengan yang terlihat pada molekul
ko-stimulatori lainnya pada sel dendritik. Sehingga dapat disimpulkan bahwa, jalur

SIRPa-CD47 juga terlibat dalam pengembangan sel dendritik (Matozaki et al., 2009).

10
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Gambar 4. Kemungkinan peran SIRPa dalam diferensiasi sel CD4* T
(Matozaki et al., 2009).

E. SIRPa -CD47 IMMUNE-CHECKPOINT PADA TUMOR
Sel tumor diperkirakan dapat menghindari pengawasan sistem imun melalui
interaksi dengan sel sistem imun itu sendiri. Oleh karenanya, banyak perhatian baru-
baru ini difokuskan pada modifikasi respon dari sistem imun sebagai dasar
pengobatan tumor. Beberapa penelitian menunjukkan peningkatan ekspresi CD47
pada berbagai keganasan termasuk leukemia, limfoma, multiple myeloma dan tumor

padat seperti payudara, usus besar, karsinoma hepatoseluler, serta melanoma (Majeti

11



Hublt(mgan Antara Ekspresi mRNA Signal Rergulatory Protein Alpha dengan Gambaran Histopatologi
Risiko
Tinggi pada Pasien Retinoblastoma
DATU RESPATIKA, Prof. Dr. dr. Agus Supartoto, Sp.M(K)
UNIVERSITAS

GADJAH MADA Universitas Gadjah Mada, 2022 | Diunduh dari http://etd.repository.ugm.ac.id/

et al., 2009; Chao et al., 2011a; Chao et al., 2011b; Kim ef al., 2012; Zhang et al.,

2015; Steinert et al., 2014; Lee et al., 2014; Wang et al., 2013).

(A) Macrophages (B) ADCP Macrophages

' induction

Anti-SIRPa Ab

Therapeutic —
Ab

SIRPq SIRPa
SIRP
Cancer 2N , »
cells N CDA7" ! ¥ _ Anti-SIRPa Al
P fg\ Cancer () //ﬁ;; | )
) cells CD47
Anti-CD47 Ab—%g SRS — N\
ADCP
promotion
Promotion of ADCP by blockade of Induction and promotion of ADCP by
CDA47 or SIRPa a dual mechanism of action of anti-SIRPa Abs

Gambar 5. Destruksi tumor dengan memblokir interaksi SIRPa-CD47
(Murata et al., 20138a).

Sebuah studi dari laboratorium kami sebelumnya menunjukkan bahwa SIRPa
diekspresikan dalam karsinoma sel ginjal manusia dan melanoma. Selain itu, antibodi
anti-SIRPa yang memblokir interaksi SIRPa dengan CD47, secara nyata menekan
perkembangan tumor pada karsinoma sel ginjal atau sel melanoma pada tikus
syngeneic yang imunokompeten (Yanagita ef al., 2017). Efek penghambatan antibodi
ini tampaknya dimediasi oleh mekanisme ganda (Gambar 5): induksi langsung
fagositosis seluler sel tumor oleh makrofag yang bergantung pada antibodi dan
blokade sinyal CD47-SIRPa yang secara negatif mengatur fagositosis tersebut

(Murata et al., 2018a).

F. IMUNOTERAPI MELALUI ANTIBODI ANTI CD47

Ekspresi CD47 pada sel digunakan oleh makrofag untuk membedakan antara “self”

atau “non-self” (Matozaki et al., 2009). CD47 diekspresikan pada permukaan sel non-
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ganas serta beberapa jenis sel kanker dan dapat mengikat protein transmembran
SIRPa pada sel myeloid (terutama makrofag) untuk membentuk kompleks CD47-
SIRPa (Wu et al., 2018). Sel kanker mengeksploitasi fungsi CD47, yang sering
disebut “do not eat me”, dengan cara mengekspresikan CD47 dengan tingkat yang
lebih tinggi pada permukaannya. Banyak penelitian telah menunjukkan bahwa CD47
diekspresikan secara berlebihan pada berbagai jenis tumor, termasuk pada myeloma
(Kim et al., 2012), leiomyosarcoma (Edris et al., 2012), leukemia limfositik akut
(Chao et al., 2011a), limfoma non-Hodgkin (Chao et al., 2011b), kanker payudara
(Willingham et al., 2012), osteosarcoma (Mohanty et al., 2019), dan karsinoma sel
skuamosa kepala dan leher (Wu ef al., 2018). Mengingat bahwa CD47 diekspresikan
di semua sel tubuh, kemungkinan akan muncul masalah potensial dengan
menggunakan antibodi anti-CD47 sebagai pengobatan anti kanker (Liu ef al., 2015).
Sebagai contoh, CD47 diekspresikan oleh sel-sel non-ganas dari sistem hematopoietik
(Ishikawa-Sekigami et al., 2006), termasuk sel darah merah normal, sel darah merah
tua, dan trombosit (Oldenborg, 2004; Catani et al., 2011). Hal tersebut dapat
menimbulkan efek di luar target seperti anemia. Buatois dkk. menunjukkan bahwa
antibodi anti CD47 (sendiri atau dalam kombinasi dengan antibodi lain), dapat
menyebabkan destruksi sel darah merah normal yang berpotensi mengakibatkan
anemia (Buatois et al., 2018). Ekspresi CD47 di mana-mana juga berarti bahwa dosis
inisiasi yang besar dan/atau pemberian yang sering mungkin diperlukan obat untuk
mencapai blokade terapeutik CD47 yang efektif (Zhang et al., 2020). Berdasarkan
fakta di atas, SIRPa kemungkinan memiliki keunggulan sebagai target terapi, jika

dibandingkan dengan CD47.
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Gambar 6. Ekspresi SIRPa pada Retina Manusia
(The Human Protein Atlas, 2021).
G. EKSPRESI SIRPo PADA RETINOBLASTOMA
Sejauh pengetahuan kami, belum ada penelitian di dunia yang menunjukkan
adanya ekspresi SIRPa pada retinoblastoma. Namun beberapa studi telah
menyebutkan adanya ekspresi SIRPa pada beberapa tumor lain seperti melanoma,
karsinoma sel renal, astrositoma, dan tumor primer otak lainnya (Yanagita et al., 2017;
Chen et al., 2004; Wu et al., 2000). Dalam referensi lain, beberapa ekspresi protein
yang ada dalam tubuh manusia telah dipetakan oleh Human Protein Atlas (HPA)

(www.proteinatlas.org). Tujuan dari HPA ini adalah untuk memanfaatkan pendekatan

pencitraan biologis guna memetakan ekspresi semua gen yang bertanggungjawab
pada ekspresi protein manusia di semua sel, jaringan, dan organ utama (Karlsson et
al., 2021). Pada Gambar 6 ditunjukkan bahwa SIRPa diekspresikan pada hampir

seluruh lapisan sel pembentuk retina (The Human Protein Atlas, 2021).
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Dengan demikian, kemungkinan besar, SIRPa juga diekspresikan pada jaringan
retinoblastoma yang berasal dari retina. Fakta di atas merupakan informasi yang
sangat penting bagi peneliti dalam menentukan kemungkinan viabilitas ekspresi
SIRPa di jaringan retinoblastoma. Hal tersebut diperlukan karena, sejauh pengetahuan
peneliti, studi ini adalah studi pertama di dunia yang memeriksa ekspresi SIRPa pada

jaringan retinoblastoma.

H. IMMUNE CHECKPOINT, TUMORIGENESIS, DAN RETINOBLASTOMA

Immune checkpoint mengacu pada sejumlah besar jalur penghambatan yang ada
dalam sistem kekebalan tubuh yang sangat penting untuk mempertahankan toleransi
terhadap self-antigen dan memodulasi durasi dan amplitudo respons imun fisiologis
di jaringan perifer untuk meminimalkan kerusakan jaringan kolateral (Pardoll, 2012).
Beberapa studi sebelumnya telah menjelaskan bahwa tumor bekerja dengan
menghindari sistem immune chcekpoint tertentu sebagai mekanisme utama yang
bertanggung jawab pada perkembangan tumor padat (Yanagita et al., 2017; Kono et
al., 2020; He & Xu, 2020). Salah satu tumor padat yang perlu mendapat perhatian
pada oftalmologi adalah retinoblastoma. Sebuah studi pada retinoblastoma telah
menunjukkan adanya ekspresi sistem immune checkpoint PD-1 dan ligand-nya PD-
L1 serta CTLA-4 (Singh et al., 2020). Akan tetapi, sistem immue checkpoint tersebut
tidak spesifik muncul pada jaringan retina saja, yang merupakan jaringan asal
retinoblastoma. Sistem immune checkpoint lain yang terbukti juga berperan dalam
proses pertumbuhan tumor padat adalah SIRPa (Murata et al., 2014; Murata et al.,
2018a; Murata et al., 2018b). Seperti yang telah ditunjukkan pada Gambar 6, SIRPa

diekspresikan pada hampir seluruh lapisan sel pembentuk retina (The Human Protein
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Atlas, 2021). Mekanisme kerja sebagian besar sistem immune checkpoint diawali oleh
interaksi reseptor ligan, dengan demikian mereka dapat dengan mudah diblokir oleh
antibodi atau dimodulasi oleh bentuk rekombinan ligan atau reseptor (Pardoll, 2012).
Fakta bahwa SIRPa diekspresikan di retina dan semua mekanisme yang disebutkan
di atas, antibodi anti-SIRPo mungkin dapat menjadi terapi baru yang potensial untuk
berbagai jenis kanker termasuk retinoblastoma. Oleh karenanya, pada penelitian ini,

kami bermaksud untuk memeriksa ekspresi SIRPa pada retinoblastoma.

I. TEORI DOGMA SENTRAL

Dogma sentral, pertama kali dikemukakan oleh Francis Crick pada tahun 1958,
telah menjadi karakteristik dari transmisi genetik dan biologi molekuler (Crick, 1958;
Crick, 1970). Proses mendasar perubahan DNA menjadi RNA (dengan proses
transkripsi) dan akhirnya menjadi protein (dengan proses translasi) sangat berperan
dalam patofisiologi semua penyakit (Gambar 7). Selama dua dekade terakhir,
beberapa penemuan kunci telah dibuat yang telah membantu untuk membantu
mengungkap mekanisme jalur genetik yang paling penting ini (Westover et al., 2004;

Liuet al., 2010; L Garner & D Janda, 2011).

transcription translation

L

>  Protein

DNA

Y
Z
>

1. mRNA splicing
2. translation

Gambar 7. Evolusi Dogma Sentral.
Dogma sentral biologi molekuler (atas), dan yang telah diperbarui (bawah) (L Garner & D Janda,
2011).

Sementara temuan penting di atas menunjukkan awal dari pemahaman kita tentang

cara kerja rumit dari komponen yang terlibat dalam dogma sentral, penemuan
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fundamental tersebut juga telah membuka jalan menuju kemampuan peneliti untuk
memodulasi aktivitas seluler yang penting untuk transmisi genetik dan vitalitas sel.
Pencarian molekul yang relevan pada setiap penyakit tetap menjadi tugas kita untuk
dapat menemukan metode terapi yang terbaik. Dalam penelitian ini, pemahaman di
atas kita dapat membantu kita memahami bahwa dengan memeriksa ekspresi RNA,

kita dapat memperkirakan ekspresi protein pada sebuah jaringan manusia.

J. LANDASAN TEORI

Keterlibatan sistem immune checkpoint memberikan kesempatan penemuan
modalitas baru dalam pengobatan tumor. Pada penelitian sebelumnya, telah
disebutkan bahwa retina mengekspresikan salah satu molekul immune checkpoint,
yakni SIRPa. Hal ini memberikan petunjuk bahwa retinoblastoma yang berasal dari
sel retina, kemungkinan mengekspresikan SIRPa (salah satu molekul immune
checkpoint yang berperan pada proses tumor). Dengan demikian melalui mekanisme
induksi langsung fagositosis seluler sel tumor oleh makrofag serta blokade sinyal
CD47-SIRPa, efek anti-tumor dari antibodi anti-SIRPa mungkin menjadi terapi baru

yang potensial untuk retinoblastoma.
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pasien retinoblastoma
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BAB III. METODE PENELITIAN

A. RANCANGAN PENELITIAN
Rancangan penelitian ini menggunakan rancangan penelitian potong lintang yang
mencari hubungan antara ekspresi mRNA SIRPa dengan gambaran histopatologi

risiko tinggi pada pasien retinoblastoma

B. PENGUMPULAN DATA

1. Tempat Dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Poliklinik Mata dan Instalasi Catatan Medis RSUP dr.
Sardjito dan Laboratorium Patologi Anatomi RSUP dr. Sardjito / FKKMK UGM,
mulai Januari 2021 hingga Juni 2021, atau hingga data sampel terpenuhi.

2. Populasi Penelitian
Populasi target pada penelitian ini adalah semua pasien tumor intraokular yang
datang ke Poliklinik Mata RSUP Dr. Sardjito Yogyakarta yang telah didiagnosis

secara histopatologis dengan Retinoblastoma.

C. KRITERIA INKLUSI DAN EKSKLUSI
1. Kriteria Inklusi
a. Pasien dengan diagnosis secara histopatologis dengan Retinoblastoma.
b. Preparat blok parafin tumor retinoblastoma dengan jaringan tumor >70% dan
tanpa daerah nekrosis
c. Pasien dengan CT scan kepala memperlihatkan adanya gambaran
Retinoblastoma.

d. Pasien dengan usia 1 bulan hingga 10 tahun.
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e. Pasien datang di RSUP dr. Sardjito Sejak Januari 2013 hingga Desember 2020.
2. Kriteria Eksklusi

a. Jaringan tumor pada pemeriksaan patologi anatomi menunjukkan tumor yang
bukan berasal dari jaringan retina.

b. Preparat blok parafin tumor retinoblastoma <70% dan dengan daerah nekrosis.

c. Pasien dengan diagnosis secara histopatologis dengan Retinoblastoma dengan
spesimen patologi anatomi yang rusak atau hilang.

d. Pasien dengan diagnosis secara histopatologis dengan Retinoblastoma yang

disertai oleh tumor jenis lainnya.

D. TEKNIK PENGAMBILAN DAN BESAR SAMPEL
Melihat jumlah kasus Retinoblastoma yang sedikit, maka pada penelitian ini
sampel diambil secara nonprobability sampling tipe konsekutif. Seluruh subyek yang
memenuhi kriteria inklusi dimasukkan dalam penelitian sampai jumlah sampel

terpenuhi.

E. VARIABEL PENELITIAN
Variabel yang digunakan pada penelitian ini adalah:

1. Variabel bebas adalah variabel yang apabila terjadi perubahan akan
mempengaruhi variabel lain. Variabel bebas pada penelitian ini adalah ekspresi
mRNA SIRPa.

2. Variabel tergantung adalah variabel yang dipengaruhi oleh variabel bebas.

Variabel tergantung pada penelitian ini adalah gambaran histopatologi risiko

tinggi.
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3. Variabel perancu dalam penelitian ini adalah usia, lateralitas, onset retinoblastoma,

dan staging retinoblastoma.

F. PROSEDUR PEMERIKSAAN SIRPA
1. Pemeriksaan qPCR

Pemeriksaan SIRPo dilakukan di laboratorium Patologi Anatomi, Fakultas

Kedokteran Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan UGM. Sampel diambil dari

spesimen tumor orbita dengan diagnosis Retinoblastoma. Spesimen tumor diambil

pada saat operasi untuk selanjutnya dilakukan pemeriksaan ekspresi SIRPo NF2

dengan metode Quantitative Polymerase Chain Reaction (qPCR).

2. Persiapan Sampel Blok Parafin

Sebelum melakukan ekstraksi RNA dari blok parafin, lakukanlah

langkah—langkah di bawah ini:

e Siapkan xylene dan etanol absolut

e Xylene adalah bahan yang mengiritasi dan tindakan pencegahan yang tepat
harus dilakukan dalam penggunaannya. Misalnya, kenakan sarung tangan,
kacamata pengaman, dan jas laboratorium, hindari kontak dengan kulit, mata,
dan pakaian, serta bekerjalah dengan menggunakan fasilitas lemari asam.

e Siapkan waterbath hingga suhu mencapai 56 C

e Siapkan tabung microcentrifuge 1,5 ml

e Seimbangkan suhu buffer AE dengan suhu kamar

e Semua sentrifugasi harus dilakukan pada suhu kamar

e Buffer CL dan BL dapat mengendap pada suhu ruangan. Jika demikian,

larutkan dalam 56 C waterbath.
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Persiapan dimulai dengan meletakkan sebagian kecil jaringan yang di fiksasi
dengan parafin (sampai 25 mg) ke dalam tabung microcentrifuge 2 ml. Jaringan
yang potong kecil—kecil (cacah) bisa menjadi de-parafinisasi dengan lebih efisien.
Tambahkan 1200 pL xilena lalu vortex secara menyeluruh sampai parafin benar-
benar meleleh. Centrifuge dengan kecepatan penuh (> 13.000 xg) selama 5 menit.
Buang supernatan secara perlahan—lahan dengan pipet. Hati-hati jangan sampai
kehilangan peletnya. Kemudian 1200 pL etanol absolut ditambahkan ke pelet
untuk menghilangkan residu xylene dan campurkan bahan—bahan di atas dengan
vorteks. Centrifuge dengan kecepatan penuh selama 5 menit. Buang etanol secara
perlahan dengan pipet. Hati-hati jangan sampai kehilangan peletnya. Ulangi
langkah di atas (dari mulai penambahan 1200 pL) sebanyak satu atau dua kali.
Selanjutnya residu etanol dibiarkan menguap dengan menginkubasi tabung
microcentrifuge pada suhu kamar selama 10 ~ 15 menit dengan tutup terbuka.

Sampel dari parafin blok retinoblastoma diekstraksi dan di sentrifugasi sebanyak
3000 g selama 5 menit, kemudian 200uL sampel dipindahkan ke dalam tabung
baru dan ditambahkan 60uL Lysis solution BF kemudian di—vortex selama 5 detik,
kemudian ditambahkan 20uL Protein Precipitation Solution BF lalu vortex 5 detik
dan diinkubasi dalam suhu ruang selama 1 menit, di sentrifugasi selama 3 menit,
kemudian pindahkan supernatan bening ke dalam tabung koleksi baru (2ml
dengan tutup) lalu tambahkan 270uL isopropanolol dan vortex selama 5 detik,
kemudian pasangkan microRNA Mini Spin Column BF pada tabung koleksi dan
masukkan sampel sebanyak 300uL ke dalam kolom lalu inkubasi selama 2 menit
pada suhu ruang, kemudian sentrifugasi 11.000 g selama 30 detik. Buang cairan

yang masuk ke dalam tabung koleksi kemudian pasang kembali tabung koleksi.
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Masukkan sisa sampel ke dalam kolom dan diinkubasi selama 2 menit pada suhu
ruang, kemudian di sentrifugasi 11.000 g selama 30 detik. Buang cairan yang
masuk ke dalam tabung koleksi, kemudian pasang kembali tabung koleksi lali
tambahkan 700uL Wash Solution 2 BF ke dalam kolom kemudian sentrifugasi
11.000 g selama 30 detik. Buang cairan yang masuk ke dalam tabung koleksi
kemudian pasang kembali tabung koleksi lalu tambahkan 250puL. Wash Solution 2
BF ke dalam kolom lali sentrifugasi 11.000 g selama 2 menit. Buang cairan yang
masuk ke dalam tabung koleksi kemudian pasang kembali tabung koleksi lalu
tambahkan 50uL rDNAse langsung ke dalam membran kolom dan diinkubasi
pada suhu ruang selama 15 menit lalu tambahkan 100uL. Wash Solution 1 BF ke
dalam kolom dan sentrifugasi 11.000 g selama 30 detik.

Buang cairan yang masuk ke dalam tabung koleksi kemudian pasang kembali
tabung koleksi lalu tambahkan 700uL Wash Solution 2 BF ke dalam kolom dan
sentrifugasi 11.000 g selama 30 detik. Buang cairan yang masuk ke dalam tabung
koleksi kemudian pasang kembali tabung koleksi lalu tambahkan 250uL. Wash
Solution 2 BF ke dalam kolom dan sentrifugasi 11.000 g selama 2 menit. Buang
tabung koleksi, ganti dengan taung 1,5 mL untuk menampung RNA lalu
tambahkan 25pL RNAse free water dan diinkubasi pada suhu ruang selama 1
menit kemudian sentrifugasi 11.000 g selama 1 menit lalu tambahkan kembali
25uL. RNAse free water dan inkubasi pada suhu ruang selama 1 menit kemudian
sentrifugasi 11.000 g selama 1 menit. RNA terlarut dalam RNAse free water di
dalam tabung koleksi 1,5mL; buang kolom kemudian tutup tabung koleksi,

kemudian simpan RNA dalam lemari pendingin —20°C untuk penyimpanan
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beberapa hari, akan tetapi bila akan disimpan dalam jangka waktu lama RNA
disimpan di lemari pendingin —70°C.
3. Sintesis cDNA

Sintesis cDNA dilakukan dengan menggunakan kit komersial (Universal cDNA

Synthesis Kit II, 8—64 rxns, Cat. no#203301, Geneaid, Taiwan). Pengerjaannya

dilakukan dengan prosedur sebagai berikut:

e RNA yang telah diisolasi dari lemari pendingin —20°C dikeluarkan kemudian
diletakkan pada wadah tabung yang telah dialasi ice pack dan dibiarkan
mencair secara perlahan lalu homogenisasi dengan vortex kemudian spin
down.

e Kemudian lakukan persiapan reagen sebagai berikut: 5x reaction buffer,
nuclease free water, dan spike in (sp6) diambil dari lemari pendingin —20°C
lalu cairkan 5x reaction buffer, nuclease free water, dan sp6 dalam suhu ruang
kemudian homogenisasi dengan vortex kemudian spin down.

e Simpan dalam wadah tabung yang telah dilapisi ice pack. Enzyme mix diambil
dari lemari pendingin —20C lalu homogenisasi dengan mengetuk tabung secara
pelan kemudian spin down.

e Kemudian 5x reaction buffer 4uL, Nucelase free water 9uL, Enzyme mix 2 uL
dan sp6 1puL dicampurkan lalu homogenisasi dengan vortex kemudian spin
down dan bagi ke dalam masing—masing tabung sebanyak 16uL per reaksi.

e Lalu4uL sampel RNA dimasukkan ke dalam tabung dan untuk tabung kontrol
air, sampel diganti dengan RNAse free water.

o Kemudian program alat thermal cycler dengan urutan sebagai berikut: 42°C

selama 60 menit, 95°C selama 5 menit dan 4°C.
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e Lakukan penyimpanan di lemari pendingin —20°C untuk penyimpanan
beberapa hari, akan tetapi bila akan disimpan dalam jangka waktu lama
disimpan di lemari pendingin —70°C.

4. Metode qPCR

Amplifikasi dan kuantifikasi cDNA dilakukan dengan kit komersial DTlite4,

DNA-Technology (Rusia) untuk SIRPa. Adapun primer set yang dipakai adalah

sebagai berikut :

e SIRPa Forward = 5’>-TACAAGGTTGCATGAGCCCG-3’,

e SIRPa Reverse = 5’-TGGCATACTCCGTGTGGTTG-3’,

¢ GAPDH Forward = 5’-AAGGCTGGGGCTCATTTGCAG-3’

e GAPDH Reverse = 5’-GCAGGAGGCATTGCTGATGATC-3’

Pada pemeriksaan SIRPa dilakukan amplifikasi 40 siklus dengan temperatur leleh

60°-90°C. RNA yang telah diisolasi dikeluarkan dari lemari pendingin —20C

kemudian diletakkan pada wadah tabung yang telah dialasi dengan ice pack dan
dibiarkan mencair secara perlahan, lalu homogenisasi dengan vortex kemudian
spin down. cDNA diencerkan dengan RNAse free water dengan perbandingan

1:80, yaitu SuL. cDNA dengan 395uL RN Ase free water lalu homogenisasi dengan

vortex kemudian spin down dan simpan dalam wadah tabung yang telah dialasi

ice pack. Lakukan persiapan reagen dan kontrol sebagai berikut : KAPPA SYBR

FAST Universal One—step qRT-PCR Kit dan master PR, ER, NF2, HER2, dan

VEGF diambil dari lemari pendingin —20°C kemudian dicairkan dalam suhu ruang

lalu homogenisasi SYBR Green Master Mix dengan mengetuk tabung perlahan

kemudian vortex dan spin down serta homogenisasi primer dengan vortex

kemudian spin down. Lakukan pembuatan dan pembagian master mix sebagai
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berikut: membuat campuran master mix sebanyak 3 buah yaitu spike in u6, kontrol
u6 snRNA, dan RNA SIRPa yang menjadi target. Kemudian campurkan SpL
KAPPA SYBR FAST Universal One—step qRT—PCR Kit dan 1uL PCR primer
mix (untuk masing—masing campuran dibedakan, lalu homogenisasi dengan
vortex kemudian spin down dan bagi ke dalam masing—masing tabung reaksi
sebanyak 6uL master mix, kemudian masukkan 4pL sampel cDNA yang telah
diencerkan sebelumnya. Set program qPCR pada mesin Biorad CFX 96 dengan
urutan sebagai berikut: denaturasi 95°C 10 menit, amplifikasi 40 siklus, 95°C 10
detik, 60°C 1 menit ramp—rate 1,6°C/ detik optical read dan dianalisis kurva leleh
pilih. Kemudian dilakukan analisis kurva dengan Biorad CFX Manager™
Software untuk memperoleh nilai quantification cycle (Cq), quantification curve

dan melting curve.

G. DEFINISI OPERASIONAL

1. Retinoblastoma didefinisikan sebagai sel tumor yang berasal dari jaringan retina
dengan lokasi tumor terletak di intraokular maupun yang meluas ke ekstraokular.
Penegakan diagnosisnya didasarkan pada hasil pemeriksaan patologi anatomi dan
gambaran tumor pada CT scan kepala.

2. Bukan Retinoblastoma adalah semua jaringan tumor intraokular maupun
ekstraokular yang setelah diperiksa patologi anatomi tidak berasal dari jaringan
retina.

3. Ekspresi mRNA SIRPa adalah pengukuran jumlah mRNA SIRPa yang terdapat
pada preparat histopatologis pasien retinoblastoma yang telah dioperasi dan

disimpan di laboratorium Patologi Anatomi RSUP Dr. Sardjito, Yogyakarta.
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4. Gambaran histopatologi risiko tinggi adalah temuan adanya invasi tumor
retinoblastoma pada lapisan koroid maupun nervus optikus.

5. Jenis kelamin pasien adalah jenis kelamin pasien saat dilakukan pemeriksaan.

(o)

. Usia pasien adalah usia pasien saat dilakukan pemeriksaan (dalam tahun).

7. Lateralitas adalah dominasi salah satu sisi mata yang terlibat dalam proses
retinoblastoma (unilateral / bilateral)

8. Onset retinoblastoma adalah usia pasien saat mengalami gejala awal yang

kemudian di diagnosis sebagai retinoblastoma (dalam tahun).

e

Staging retinoblastoma adalah proses menentukan sejauh mana retinoblastoma

telah berkembang dengan tumbuh dan menyebar. Terdapat dua tipe staging, yaitu:

International Intraocular Retinoblastoma Classification (IIRC) dan International

Retinoblastoma Staging System (IRSS).

10. Kemoreduksi adalah pemberian agen kemoterapi sebelum dilakukannya enukleasi
(regimen sesuai TS Ilmu Kesehatan Anak).

11. Neoadjuvan adalah pemberian agen kemoterapi setelah dilakukannya enukleasi

(regimen sesuai TS Ilmu Kesehatan Anak).

H. SARANA PENELITIAN
Alat — alat yang digunakan dalam penelitian ini:
e Rekam medis pasien
e Foto CT scan kepala sentrasi orbita tanpa kontras
e Preparat jaringan tumor intraokular yang didapat dari operasi dan telah dianalisis
di laboratorium Patologi Anatomi FKKMK UGM, sebagai Retinoblastoma.

e Pemeriksaan qPCR.
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I. JALANNYA PENELITIAN

1. Peneliti telah mengajukan surat permohonan ijin penelitian dan ethical clearance
kepada Komisi Etik Fakultas Kedokteran Kesehatan Masyarakat dan Keperawatan,
Universitas Gadjah Mada.

2. Pasien yang menjadi populasi penelitian dilakukan seleksi sesuai dengan kriteria
inklusi penelitian. Pelacakan terhadap populasi kasus dimulai dari hasil patologi
anatomi jaringan Retinoblastoma untuk kemudian dilakukan pemeriksaan
ekspresi SIRPa jaringan. Selanjutnya, dilakukan pelacakan rekam medis pasien
tersebut. Dari rekam medis peneliti mendapatkan data dasar penelitian yang
meliputi usia, jenis kelamin, dan riwayat penyakit.

3. Analisis statistik dilakukan setelah pengumpulan data selesai.

J. KERANGKA PENELITIAN

[ Populasi Penelitian ]

[ Pemeriksaan Oftalmologi ]

[ Pemeriksaan CT-Scan ]

[ Suspek Retinoblastoma ]

\
[ Kemoreduksi ]

[ Enukleasi ] ]

\ [ Enukleasi ]
e

[ Pemeriksaan PA ]

]
[ Retinoblastoma ]
/
[ Histopatologi ] [ Ekspresi SIRPa (qPCR) ]

Hubungan Ekspresi SIRPa dengan
Gambaran Histopatologi

Bagan 3. Kerangka Penelitian
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K. ANALISIS STATISTIK

Data yang didapat dianalisis dengan program statistik komputer SPSS versi 22.0.
Data nominal karakteristik subyek dan gambaran histopatologi risiko tinggi dianalisis
dengan uji Chi Square. Data numerik diuji dengan t—test berpasangan, sedangkan data
ordinal diuji dengan uji Chi Square. Perbedaan rerata ini disebut signifikan bila p <
0,05. Untuk menunjukkan hubungan antara usia dan kejadian Retinoblastoma
dilakukan dengan uji regresi logistik. Untuk mencari hubungan gambaran
histopatologi risiko tinggi dengan ekspresi SIRPa, analisa data dilakukan dengan uji
Chi Square. Rerata ekspresi SIRPo jaringan dianalisis dengan ¢—test tidak

berpasangan.
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BAB IV. HASIL DAN PEMBAHASAN

A. DATA DEMOGRAFIS PADA PASIEN RETINOBLASTOMA
Pada awal penelitian kali ini, sebanyak 63 pasien dengan diagnosis retinoblastoma
telah dilibatkan. Dati 63 pasien, hanya 47 spesimen patologi dalam parafin blok yang

layak untuk diperiksa. Data mengenai karakteristik dasar dari subyek penelitian ini

dapat dilihat di Tabel 2.
Tabel 2. Karakteristik Dasar Pasien Retinoblastoma
Karakteristik Nilai

Usia (Bulan) 29.08 + 18.23
Berat (Kg) 10.86 £4.56
Panjang (cm) 85.88 £18.11
Jenis Kelamin (N, %)

Laki-Laki 24 (51.1)

Perempuan 23 (48.9)
Lateralitas (N, %)

Unilateral 37 (78.7)

Bilateral 10 (21.3)
Riwayat Retinoblastoma pada Keluarga (N, %)

Ya 01 (2.1)

Tidak 46 (97.9)
Kemoterapi (N, %)

Ya 40 (85.1)

Tidak 07 (14.9)
Neo-adjuvan (N, %)

Ya 12 (25.5)

Tidak 35(74.5)

Rata-rata usia pasien retinoblastoma pada penelitian ini adalah 29.08 (+18.23)
bulan. Temuan ini serupa dengan penelitian sebelumnya yang menunjukkan usia
pasien retinoblastoma berkisar 24 — 30 bulan (Navo et al., 2012; Garza & Gombos,
2013; Padma et al., 2020). Sebuah studi lain juga menunjukkan hal serupa dimana

usia pasien retinoblastoma pada negara dengan pendapatan menengah ke bawah
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adalah 24.4 (£6.27) bulan (Fabian et al., 2020). Lebih jauh, studi tersebut melaporkan
bahwa usia pasien saat datang ke rumah sakit bertambah sesuai dengan tingkat
pendapatan pada negara tersebut, dimana negara pendapatan rendah 30.5 (£6.9) bulan,
negara pendapatan menengah ke bawah 24.4 (+6.27) bulan, negara pendapatan
menengah ke atas 20.7(+5.9) bulan, dan negara pendapatan tinggi 14.0(+5.1) bulan
(Fabian et al., 2020). Pada penelitian ini kami juga mendapatkan tidak ada perbedaan
yang signifikan pada distribusi jenis kelamin pasien retinoblastoma. Hal ini sejalan
dengan penelitian-penelitian sebelumnya (Andreoli et al., 2017; Xiao et al., 2019).
Data lateralitas pasien retinoblastoma yang ada dalam penelitian ini juga serupa
dengan penelitian-penelitian sebelumnya, dimana kasus unilateral lebih banyak dari
bilateral (Saiju et al., 2013; Singh et al., 2015; Singh & Daniels, 2016). Sedangkan
data mengenai riwayat keluarga, juga tidak berbeda dengan beberapa penelitian
sebelumnya dimana hanya +10% pasien retinoblastoma yang memiliki riwayat
keluarga dengan retinoblastoma (Melamud ef al., 2006; Dhar et al., 2011). Data-data
di atas menunjukkan bahwa karakteristik dasar pasien retinoblastoma di RSUP Dr.
Sardjito tidak berbeda dengan karakteristik pasien retinoblastoma dari belahan dunia
lain. Namun fakta bahwa tingkat kematian pasien retinoblastoma yang masih tinggi,
membuat penulis mencari faktor-faktor lain yang mungkin berpengaruh pada tingkat

kematian pasien retinoblastoma.

B. EKSPRESI SIRPa PADA RETINOBLASTOMA
Tujuan utama dari penelitian ini adalah melihat apakah sistem pengawasan imun
yang melibatkan molekul SIRPa dan CD47 berperan pada retinoblastoma. Hasil

pemeriksaan ekspresi mRNA SIRPa pasien retinoblastoma, menunjukkan adanya
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peningkatan ekspresi SIRPa pada pasien retinoblastoma sebanyak 12.38 (+5.69) kali
lipat jika dibandingkan dengan retina normal (Gambar 8). Sejauh pengetahuan penulis,
ini merupakan penelitian pertama di dunia yang menunjukkan adanya ekspresi SIRPa
pada pasien retinoblastoma. Penelitian sebelumnya telah menunjukkan adanya
ekspresi SIRPa pada beberapa tumor padat seperti melanoma, karsinoma sel renal,
dan astrositoma (Yanagita et al., 2017; Chen et al., 2004). Fakta di atas memberikan
informasi baru mengenai peran sistem pengawasan imun (yang melibatkan SIRPa)
pada retinoblastoma. Lebih jauh lagi, pendekatan imunoterapi (dengan target SIRPa)

pada pasien retinoblastoma menjadi sangat logis dengan temuan di atas.
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Gambar 8. Ekspresi SIRPo. pada Pasien Retinoblastoma.

C. HUBUNGAN ANTARA EKSPRESI SIRPa DENGAN GAMBARAN
HISTOPATOLOGI RISIKO TINGGI JARINGAN RETINOBLASTOMA
Pada penelitian ini kami juga memeriksa hubungan antara ekspresi SIRPa dengan
gambaran histopatologi jaringan retinoblastoma. Klasifikasi gambaran histopatologi
retinoblastoma sebelumnya telah disebutkan dalam studi lain (Kaliki ef al., 2015).
Secara singkat, adanya 1 atau lebih dari gambaran berikut pada jaringan histopatologi
retinoblastoma, maka spesimen dapat dikategorikan sebagai retinoblastoma risiko
tinggi: infiltrasi bilik anterior atau iris, infiltrasi badan siliaris, invasi koroid, infiltrasi

saraf optik, atau infiltrasi sklera. Selanjutnya penulis membagi pasien retinoblastoma
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berdasarkan ekspresi SIRPa. Sejauh ini belum ditemukan titik potong untuk
mendeskripsikan ekspresi SIRPa pada retinoblastoma. Oleh karena itu, penulis
membagi ekspresi SIRPa berdasarkan nilai median dari ekspresi SIRPa, yakni 11.31.
Dengan demikian, pasien dengan ekspresi SIRPa > 11.00 kali lipat akan masuk dalam
kategori SIRPa ekspresi tinggi, sedangkan pasien dengan ekspresi SIRPa < 11.00 kali
lipat akan masuk dalam kategori SIRPa ekspresi rendah. Dari analisis, kami dapatkan
adanya hubungan yang signifikan (p=0.003) antara ekspresi SIRPa dengan gambaran

histopatologi risiko tinggi pada retinoblastoma (Gambar 9).

20 *
=
2 151
g @ Risiko Tinggi
< 10+ 1 3 Risiko Rendah
E
S 37

0- T

Gambar 9. Ekspresi SIRPa. pada Pasien Retinoblastoma dengan Gambaran Klinis Risiko Tinggi vs
Gambaran Klinis Risiko Rendah.

Analisis lanjutan kami tujukan pada kemungkinan peningkatan kemungkinan
munculnya fenotip derajat histopatologi risiko tinggi dengan adanya peningkatan
ekspresi SIRPa pada retinoblastoma (Tabel 3). Risiko terjadinya gambaran
histopatologi risiko tinggi meningkat pada pasien retinoblastoma dengan ekspresi

SIRPa derajat tinggi (OR: 9.58; 95% CI: 1.802 — 50.956; p=0.003).

Tabel 3. Karakteristik Ekspresi SIRPo. dan Derajat Histopatologi Pasien Retinoblastoma

Ekspresi Ekspresi

Karakteristik Total
arakteristi SIRPa«. Tinggi SIRPa Rendah o
H}s.topatf)logf 23 12 35
Risiko Tinggi
Histopatologi
Risiko Rendah °
Total 25 22 47
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Penelitian terdahulu mengenai SIRPa melaporkan bahwa SIRPa berperan pada
aktivitas sebuah kanker. Pada karsinoma esofagus, fungsi dan jalur biologis yang
terkait dengan aktivitas kanker terlihat meningkat pada kelompok dengan ekspresi
SIRPa yang tinggi (Tao et al., 2022). Ekspresi SIRPa juga disebutkan meningkat pada
melanoma dan karsinoma sel renal (Yanagita et al., 2017). Dalam penelitian ini pula,
penggunaan imunoterapi dengan antibodi anti-SIRPa memberikan hasil yang
menjanjikan, dimana ukuran massa tumor mengecil secara signifikan jika
dibandingkan dengan kontrol (Yanagita et al., 2017).

Efek imunoterapi dengan antibodi anti-SIRPa tampaknya dimediasi oleh
mekanisme ganda (Gambar 5). Pertama, adanya induksi langsung fagositosis seluler
sel tumor oleh makrofag yang bergantung pada antibodi. Kedua, adanya blokade
sinyal CD47-SIRPa yang secara negatif mengatur fagositosis sel tumor (Murata et al.,
2018a). Fakta-fakta di atas semakin menunjukkan adanya peran SIRPa dalam
patogenesis retinoblastoma. Penelitian lebih lanjut sangat diperlukan untuk

mengetahui mekanisme molekuler dari SIRPa pada patogenesis retinoblastoma.

D. PERBANDINGAN EKSPRESI SIRPa PADA PASIEN DENGAN DAN TANPA
RIWAYAT KEMOTERAPI ATAU NEOADJUVAN

Beberapa penelitian pendahuluan melaporkan bahwa terjadi perubahan ekspresi

gen secara global selama proses kemoterapi pada tumor padat (Buchholz et al., 2002;

Modlich et al., 2004; Foukakis et al., 2018). Seperti diketahui, perubahan genetik

dapat berdampak pada perubahan ekspresi protein, termasuk protein transmembran.

Beberapa pasien dalam penelitian ini telah menjalani proses kemoterapi yang

ditujukan untuk mengurangi ukuran massa tumor atau kemoreduksi. Oleh karena itu,
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kami mencoba membandingkan ekspresi SIRPa pada kelompok dengan atau tanpa
kemoterapi (Gambar 10). Pada penelitian ini kami menemukan bahwa tidak ada
perbedaan yang signifikan antara ekspresi SIRPa pada grup kemoterapi (12.48 £6.03)

dengan ekspresi SIRPa pada grup tanpa kemoterapi (11.84 = 3.37, p=0.79).
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Gambar 10. Ekspresi SIRPo. pada Pasien Retinoblastoma Dengan Kemoterapi vs Pasien
Retinoblastoma Tanpa Kemoterapi.

Selanjutnya, sebagian kecil dari pasien dalam penelitian ini juga menjalani
pemberian kemoterapi neoadjuvan (Gambar 11). Oleh karena itu, kami juga
membandingkan ekspresi SIRPa pada kelompok dengan atau tanpa kemoterapi
neoadjuvan. Serupa dengan hasil sebelumnya, kami tidak mendapatkan adanya
perbedaan yang signifikan dalam hal ekspresi SIRPa pada grup kemoterapi
neoadjuvan (10.70 £ 5.29) dengan ekspresi SIRPa pada grup tanpa kemoterapi

neoadjuvan (12.92 + 5.79, p=0.27).
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Gambar 11. Ekspresi SIRPo. pada Pasien Retinoblastoma Dengan Kemoterapi Neoadjuvan vs
Pasien Retinoblastoma Tanpa Kemoterapi Neoadjuvan.
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Temuan kami di atas menunjukkan bahwa kemoterapi tidak berhubungan dengan
ekspresi SIRPa pada retinoblastoma. Akan tetapi beberapa penelitian lain justru
mengungkapkan fakta sebaliknya, dimana terdapat perubahan ekspresi beberapa gen
pada pasien yang menjalani kemoterapi (Lee ef al., 2009; Koussounadis et al., 2014;
Horbach et al., 2018). Sebuah studi lain menunjukkan adanya penurunan ekspresi
mRNA PD-L1 dan peningkatan ekspresi mRNA PD-1 pada pasien retinoblastoma
yang menjalani kemoreduksi, dimana pola terbalik ditemukan pada retinoblastoma
primer (Singh et al., 2020). Belum ada penjelasan yang mendetail mengenai penyebab
dari perubahan ekspresi gen yang terjadi setelah prosedur kemoterapi. Namun, sebuah
studi sebelumnya memberikan tiga proses yang mungkin terjadi dalam perubahan
ekspresi gen pasca kemoterapi (Kovalchuk et al, 2016). Pertama, terjadinya
akumulasi kerusakan DNA akibat proses oksidatif. Kedua, munculnya gangguan
pada metilasi dan hidroksimetilasi dari DNA. Ketiga, terjadinya ekspresi abnormal
dari gen akibat dari dua proses sebelumnya yang mengubah metabolisme oksidatif
dari gen target. Sebaliknya, hasil penelitian ini didukung oleh studi sebelumnya yang
menunjukkan bahwa ekspresi sebagian besar protein transmembran tidak dipengaruhi
oleh agen kemoterapi (Lee et al., 2007). Penjelasan mengenai hal ini masih menjadi
perdebatan. Salah satu teori yang berkembang adalah beberapa jenis sel kanker dapat
menginduksi proses inaktivasi dari agen kemoterapi melalui mekanisme pada jalur
glutathione dan downregulasi dari gen MSH?2 yang bertanggungjawab pada perbaikan

DNA (Koussounadis ef al., 2014).
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E. HUBUNGAN ANTARA EKSPRESI SIRPo DENGAN GAMBARAN KLINIS
PASIEN RETINOBLASTOMA
Beberapa gambaran klinis juga diamati pada penelitian ini. Berdasarkan kriteria
ekspresi SIRPa di atas, data klasifikasi stadium retinoblastoma berdasarkan IIRC dan
IRSS menunjukkan perbedaan yang tidak signifikan, dimana sebagian besar pasien
masuk dalam stadium lanjut (stadium-E IIRC dan stadium-IV IRSS) dari kedua

klasifikasi tersebut (Gambar 12).
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Gambar 12. Stadium IIRC (kiri) dan IRSS (kanan) pada Pasien Retinoblastoma.
Beberapa penelitian sebelumnya menunjukkan hasil yang serupa dengan
penelitian ini, dimana sebagian besar pasien retinoblastoma masuk dalam stadium
lanjut saat diagnosis retinoblastoma ditegakkan (Ramirez-Ortiz ef al., 2014; Soliman
et al., 2015; Luo et al., 2015; Jain ef al., 2019). Analisis lebih jauh menunjukkan
tidak adanya perbedaan yang signifikan antara ekspresi SIRPa dengan stadium
retinoblastoma pada kedua klasifikasi tersebut (IIRC, p=0.229; IRSS, p=0.343).
Selanjutnya kami menilai hubungan antara perbedaan ekspresi SIRPa (tinggi vs
rendah) dengan lateralitas, metastasis, dan kelangsungan hidup secara umum. Data
menunjukkan bahwa baik lateralitas (p=0.346), kondisi metastasis (p=0.214), dan
kelangsungan hidup secara umum (p=0.525), tidak berhubungan dengan tingkat
ekspresi SIRPa pada retinoblastoma (Tabel 4). Serupa dengan hasil pada stadium

retinoblastoma, hal ini mengindikasikan bahwa ekspresi SIRPa tidak secara langsung
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berperan pada kejadian lateralitas, metastasis, atau kelangsungan hidup pasien
retinoblastoma. Fakta di atas mungkin dapat dijelaskan dengan teori dimana lateralitas,
metastasis, dan kelangsungan hidup pasien dengan tumor bersifat multifaktorial.
Faktor-faktor potensial tersebut terdiri dari: pendidikan orang tua yang lebih rendah,
usia orang tua yang lebih tua (terutama ibu), kurangnya kesadaran penyakit, dan
sulitnya akses ke penyedia layanan kesehatan (Xiao ef al., 2019; Brown et al., 2015;

Faranoush et al., 2014; Chawla et al., 2016).

Tabel 4. Hubungan antara Ekspresi SIRPa. dengan Gambaran Klinis Pasien Retinoblastoma

.. Ekspresi SIRPa
Gambaran Klinis - - P-value
Tinggi Rendah
Lateralitas, n (%)
Unilateral 21 (84.0) 16 (72.7) 0.346
Bilateral 04 (16.0) 06 (27.3)
Metastasis, n (%)
Ya 07 (28.0) 10 (45.5) 0214
Tidak 18 (72.0) 22 (54.5) '
Kelangsungan Hidup, n (%)
Ya 17 (68.0) 13 (59.1) 0.525
Tidak 08 (32.0) 09 (40.9)

Selain data di atas, kami juga menemukan sebagian kecil (36.2%) pasien
retinoblastoma mengalami metastasis (Gambar 14). Pada penelusuran lebih lanjut,
dari total 17 pasien yang mengalami metastasis, 12.8% mengalami metastasis ke otak,
4.3% mengalami metastasis ke sumsum tulang, 2.1% mengalami metastasis ke
medula spinalis, 2.1% mengalami metastasis ke limfonodi, dan 14.9 % mengalami

metastasis ke lebih dari satu organ atau multipel.
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Gambar 13. Data Metastasis Pasien Retinoblastoma Berdasarkan IIRC (kiri) dan IRSS (kanan).
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Beberapa penelitian sebelumnya melaporkan bahwa retinoblastoma adalah tumor
ganas yang sangat invasif yang sering menyerang otak dan bermetastasis ke organ
distal (tulang, sumsum tulang, dan medula spinalis) melalui aliran darah atau
pembuluh limfatik (ke limfonodi) (Geng-Yi & Faisal, 2017; Ting et al., 2020; Li et
al., 2022). Walaupun pada penelitian ini, pasien retinoblastoma yang mengalami
metastasis masuk ke dalam stadium lanjut I[IRC dan IRSS (Gambar 13), invasi dan
metastasis retinoblastoma dapat terjadi pada tahap awal perkembangan tumor

(Dimaras et al., 2012).

N
(e)
1
%)

1

(98]
(e}
1
(@)
1

Jumlah Pasien
5

[\
1

Jumlah Pasien
—_ )
(e (e}
L L

0-
Ya Tidak Otak ST MS LN  Multi
Gambar 14. Data Metastasis (kiri) dan Lokasi Metastasis (kanan) Pasien Retinoblastoma.
ST: Sumsum Tulang; MS: Medula Spinalis; LN: Limfonodi; Multi: Beberapa Tempat..
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F. BATASAN PENELITIAN

Pada penelitian kali ini sebagian besar pasien adalah pasien retinoblastoma dengan

bentuk sporadis, sehingga gambaran ekspresi SIRPa pada retinoblastoma dengan

40



Hubltmgan Antara Ekspresi mRNA Signal Rergulatory Protein Alpha dengan Gambaran Histopatologi
Risiko
Tinggi pada Pasien Retinoblastoma
DATU RESPATIKA, Prof. Dr. dr. Agus Supartoto, Sp.M(K)
UNIVERSITAS

GADJAH MADA Universitas Gadjah Mada, 2022 | Diunduh dari http://etd.repository.ugm.ac.id/

bentuk familial belum dapat diketahui. Selain itu, ekspresi SIRPa hanya diperiksa
melalui pemeriksaan tingkat gen yakni mRNA. Pemeriksaan tingkat protein dapat
dilakukan untuk memperkuat bukti adanya ekspresi SIRPa pada retinoblastoma. Hal
lain yang dapat ditingkatkan adalah dengan menggunakan kontrol yang berupa retina
normal dari pasien tanpa tumor. Selain itu, penelitian ini belum mampu menunjukkan
mekanisme molekuler dari SIRPa pada patogenesis Retinoblastoma. Oleh karena itu,
penelitian in vitro dan in vivo perlu dilakukan guna menentukan proses molekuler

SIRPa pada patogenesis Retinoblastoma.
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BAB V. KESIMPULAN DAN SARAN

A. KESIMPULAN

Pada penelitian ini kami menebukan bahwa, jaringan retinoblastoma terbukti
menunjukkan ekspresi SIRPa yang lebih tinggi dari jaringan retina normal. Selain itu,
ekspresi SIRPa yang tinggi pada jaringan retinoblastoma berhubungan dengan
gambaran histopatologi risiko tinggi pasien Retinoblastoma. Lebih jauh lagi, pasien
retinoblastoma yang memiliki ekspresi SIRPa derajat tinggi, memiliki risiko 9 kali
lebih besar untuk memiliki gambaran histopatologi risiko tinggi. Di lain pihak, tidak
ditemukan adanya perbedaan ekspresi SIRPa pada pasien dengan atau tanpa

kemoterapi.

B. SARAN
Penelitian lebih lanjut pada level in vitro dan in vivo sangat diperlukan untuk
memahami mekanisme molekuler dari peran SIRPa pada patogenesis retinoblastoma.
Setelah itu, uji coba klinik imunoterapi dengan target SIRPa dapat dilakukan untuk
memberikan informasi mengenai kemungkinan terapi yang lebih baik bagi pasien

retinoblastoma.
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