PENELITIAN

Analisis Ekspresi Cyclin D1 dan COX-2 pada Berbagai Grading P-ISSN 0215-7284
Erwin Sunardi dkk e-ISSN 25279106
Terakreditasi KEMENRISTEKDIKTI/Sinta-3

Analisis Ekspresi Cyclin D1 dan COX-2 pada Berbagai Grading
Histopatologik Karsinoma Endometrioid Ovarium

Erwin Sunardi, Endang Joewarini, Alphania Rahniayu
Departemen/SMF Patologi Anatomik, Fakultas Kedokteran, Universitas Airlangga
RSUD. Dr. Soetomo

Surabaya

Penulis korespondensi: dr. Alphania Rahniayu, SpPA.
Departemen Patologi Anatomik, Fakultas Kedokteran, Universitas Airlangga
Surabaya, email: azkamom@gmail.com phone +6281234168612

ABSTRAK

Latar belakang

Karsinoma endometrioid ovarium mencakup 10-15% dari seluruh karsinoma ovarium, dan merupakan bentuk terbanyak kedua dari
keganasan epitelial ovarium. Sel-sel epitel yang dipengaruhi COX-2 dan penghambatan apoptosis oleh perpanjangan fase G1 dari
siklus sel melalui efek pada Cyclin D1 menunjukkan proliferasi lebih tinggi. Penelitian ini dilakukan tuntuk menganalisis korelasi dan
perbedaan ekspresi Cyclin D1 dan COX-2 pada berbagai grading karsinoma endometrioid.

Metode

Penelitian ini dilakukan secara observasional analitik dengan pendekatan cross sectional pada 23 sampel blok parafin di Instalasi
Patologi Anatomik Rumah Sakit Dr. Soetomo. Sediaan mikroskopik diwarnai dengan antibodi Cyclin D1 dan COX-2, dievaluasi dan
dinilai dengan sistem skoring, serta dianalisis secara statistik menggunakan uji Kruskal Wallis dan Spearman.

Hasil

Tidak terdapat perbedaan ekspresi Cyclin D1 pada berbagai grading histopatologik, tidak terdapat perbedaan ekspresi COX-2 pada
berbagai grading histopatologik, tidak terdapat hubungan ekspresi Cyclin D1 dan COX-2 pada semua grading histopatologik, tetapi
terdapat hubungan antara ekspresi Cyclin D1 dan COX-2 pada grade 3 karsinoma endometrioid ovarium.

Kesimpulan

Karsinoma endometrioid ovarium grade 1, 2, 3 menunjukkan ekspresi D1 dan COX-2 yang tidak berbeda bermakna. Sedangkan
pada karsinoma endometrioid grade 1, grade 2, grade 3 menunjukkan tidak ada korelasi antara ekspresi cyclin D1 dan COX-2.

Kata kunci  : COX-2, Cyclin D1, endometrioid carcinoma, ovarium.

Analysis of Cyclin D1 and COX-2 Expressions in Various Histopathological
Grading of Ovary Endometrioid Carcinoma

ABSTRACT

Background

Ovarian endometrioid carcinoma accounts for 10-15% of ovarian carcinomas, representing the second most common form of
ovarian epithelial malignancy. Epithelial cell lines stably transfected to overexpress COX-2 exhibit a higher proliferation rate and an
inhibition of apoptosis by prolongation of the G1 phase of the cell cycle through effects on Cyclin D1. The aim of this study is to
analyzed the correlation and differences between Cyclin D1 and COX-2 expressions in various histopathology grading ovarian
endometrioid carcinoma.

Methods

An analitycal obsevational design with cross-sectional approach on sample from 23 paraffin blocks in Anatomical Pathology
Laboratory Dr. Soetomo General Hospital. Microscopic slide stained with Cyclin D1 and COX-2 antibody. The imunohistochemistry
expression are evaluated and analyzed using Kruskal Wallis and Spearman test.

Results

There were no differences Cyclin D1 expression in each grade, there were no differences COX-2 expression in each grade, there
was no correlation between Cyclin D1 and COX-2 expression all histopathologic grading, but have correlation expression in grade 3
ovarian endometrioid carcinoma.

Conclusion

This study showed that Cyclin D1 and COX-2 expression have no significant differences in various histopathological grading ovarian
endometrioid carcinoma, and no correlation between Cyclin D1 and COX-2 expression all grade ovarian endometrioid carcinoma

Key words: COX-2, Cyclin D1, endometrioid carcinoma.
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PENDAHULUAN

Keganasan yang berasal dari sel epitel ovarium
mempunyai angka kejadian sekitar 90%," sebab
penegakkan diagnosis sering terlambat, sehing-
ga memberikan prognosa Kklinis buruk bagi
kelangsungan hidup pasien karsinoma ovarium
<50% dalam 5 tahun terlepas dari kemajuan
terbaru bedah cytoreductive maupun obat kemo-
terapi.2 Insiden karsinoma endometrioid ovarium
sekitar 15-25% dari semua kanker ovarium.
Karsinoma endometrioid ovarium menurut
gradingnya terbagi menjadi 3 dan patogenesis
yang mendasari terjadinya karsinoma endo-
metrioid ovarium masih belum jelas, tetapi
diduga proses inflamasi berperan dalam tumoro-
genesis.’

Cyclin D1 bagian dari kompleks molekul
yang mengatur transisi fase G1-S siklus sel.
Sintesis cyclin D1 distimulasi oleh faktor
pertumbuhan, menginduksi sel istirahat untuk
masuk ke dalam siklus sel. Amplifikasi area
11913 terbukti pada tumor-tumor, seperti
karsinoma payudara, liver, laring, esofagus,
kepala leher, ovarium, paru dan bladder.* Pada
penelitan dengan menggunakan analisis
Western menunjukkan Cyclin D1 terekspresi
pada karsinoma ovarium, tetapi tidak tampak
pada lesi jinak.5 Pada penelitian yang dilakukan
oleh Dhar dan kawan-kawan (1999) didapatkan
ekspresi Cyclin D1 yang positif pada 72 dari 81
kasus karsinoma ovarium, dengan tingkat eks-
presi yang berbeda-beda pada tiap gradenya,
namun tidak terdapat korelasi antara ekspresi
Cyclin D1 dan grade tumor.®

COX-2 mempunyai implikasi pada tahap
awal dari transformasi neoplasma, jarang
ditemukan pada jaringan epitel normal ovarium,
tetapi tampak pada endometriosis dan Kkista
inklusi yang merupakan lesi premaligna.7
Hubungan COX-2 dan karsinogenesis diketahui
lebih baik dari pada COX-1, dengan banyaknya
laporan pada berbagai jenis kanker seperti
kanker gaster, paru, kolon, payudara, dan
kepala leher tetapi pada karsinoma ovarium
masih sedikit.®

Pada sel-sel kanker yang ditandai
dengan adanya deregulasi sel siklus melalui
perubahan pengendali siklus sel (Cyclin) dan
regulator siklus sel Sp53) menghasilkan gang-
guan pada siklus sel.” Saat ini, ada bukti bahwa
prostaglandin yang diproduksi oleh COX-2
berperan serta dalam proliferasi sel tumor.
NSAID dan penghambat selektif COX-2 meng-
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hambat proliferasi jenis sel kanker yang berbeda
yang mengekspresikan COX-2. Efek ini dikait-
kan dengan penurunan tingkat cyclin D, yang
merupakan protein kunci yang terlibat dalam
transisi G1-S.°

Sampai saat ini penelitian ekspresi
cyclin D1 dan COX-22 pada berbagai grading
histopatologik karsinoma endometrioid ovarium
belum banyak dilakukan, maka pada penelitian
ini dilakukan analisis ekspresi Cyclin D1 dan
COX-2 pada berbagai grading karsinoma
endometrioid ovarium.

METODE PENELITIAN

Rancangan penelitian menggunakan analitik
observasional dengan pendekatan cross
sectional. Populasi penelitian adalah semua blok
parafin kasus karsinoma endometrioid ovarium
di Laboratorium Patologi Anatomik RSUD Dr.
Soetomo Surabaya selama periode 1 Januari
2013 sampai dengan 30 Juni 2016. Pada
periode ini terdapat 1.416 kasus tumor ovarium
dengan 786 kasus karsinoma ovarium. 148
kasus didiagnosis karsinoma endometrioid
ovarium terdiri dari 93 kasus second opinion, 22
kasus bersamaan dengan karsinoma lain, 23
kasus memenuhi kriteria inklusi. Sebagai kriteria
inklusi adalah blok parafin dari spesimen operasi
masih memiliki sel tumor yang representatif
untuk keperluan pemeriksaan imunohistokimia,
dan hasil pemeriksaan histopatologik sesuai
dengan karsinoma endometrioid ovarium di
mana diagnosisnya ditegakkan oleh dokter
spesialis patologi anatomik di Departemen
Patologi Anatomik Rumah Sakit Dr. Soetomo
Surabaya. Sampel penelitian diambil secara
total sampling sebanyak 23 sampel terbagi
manjadi 7 sampel pada grade 1, 7 sampel pada
grade 2 dan 9 sampel pada grade 3. Ekspresi
Cyclin D1 dan COX-2 diperiksa secara imuno-
histokimia dengan monoclonal rabbit antibody
Cyclin D1 (Diagnostic Biosystem), dengan dilusi
1:75 dan monoclonal rabbit antibody COX-2
(Diagnostic Biosystem), dengan dilusi 1:75
(overnight). Ekspresi Cyclin D1 dikatakan positif
jika terpulas pada inti dan ekspresi COX-2
dikatakan positif jika terpulas pada sitoplasma.
Sel tumor yang terpulas positif dihitung secara
visual dengan mikroskop cahaya binokuler
olympus CX41, selanjutnya diukur mengguna-
kan sistem skoring. Data yang terkumpul
dianalisis secara statistik. Perbedaan ekspresi
Cyclin D1 pada berbagai grading dan COX-2
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pada berbagai grading dianalisis dengan uji
Kruskal Wallis test (p<0,05) dan hubungan
Cyclin D1 dan COX-2 dengan uji statistik
Spearman (p<0,05).

HASIL

Hasil penelitian diperoleh data rerata usia
penderita dalam penellitian ini 55,35+8,10.
Penderita termuda 42 tahun dan tertua 70 tahun.
Usia penderita karsinoma endometrioid ovarium
paling banyak berada pada rentang usia 50-59
tahun yaitu sebanyak 39,1%.

Tabel 1. Distribusi usia penderita karsinoma
endometrioid ovarium.
Grading histopatologik

Usia 1 > 3 Total
40-49 tahun 5 1 0 6 (26,1%)
50-59 tahun 1 4 4 9 (39,1%)
60-69 tahun 1 2 4 7 (30,4%)
2 70 tahun 0 0 1 1 (4,4%)
Total 7 7 9 23 (100%)

Pada pewarnaan imunohistokimia Cyclin
D1 didapatkan hasil bervariasi mulai dari skor 0O
hingga skor 3+. Hasil pulasan dapat dilihat pada
Gambar 1.

c D

Gambar 1. Ekspresi Cyclin D1 pada karsinoma
endometrioid ovarium (Imunohistokimia 100x) A. Skor
0, B. Skor 1+, C. Skor 2+, D. Skor 3+

Pada penelitian ini dilakukan penghi-
tungan ekspresi Cyclin D1 pada masing-masing
kelompok sampel berdasarkan persentase sel
yang tercat positif didapatkan hasil grade 1
memiliki median 1,0 dengan simpangan inter-
kuartil 1,0 skor terendah O dan tertinggi 2, grade
2 memiliki median 2,0 dengan simpangan
interkuartil 1,0 skor terendah 0 dan tertinggi 3,
pada grade 3 memiliki median 1,0 dengan
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simpangan interkuartil 1,0 skor terendah 0 dan
tertinggi 3 (Gambar 2 dan Tabel 2)

Analisis uji statistik Kruskal Wallis
menunjukkan tidak ada perbedaan ekspresi
Cyclin D1 pada berbagai grading karsinoma
endometrioid ovarium (p>0,05).

4 1

3 4 ® Skor 0

o] m skor 1+

i Skor 2+
m Skor 34

04

1 2 3

Gambar 2. Distribusi ekspresi Cyclin D1 pada berba-
gai grading histopatologik

Tabel 2. Distribusi hasil analisis ekspresi Cyclin D1
berdasarkan grading histopatologik.
Ekspresi Cyclin D1

Grading  n Median 1QD Min  Maks P
1 7 1,0 1,0 0 2 0,430
2 7 2,0 1,0 0 3

3 9 1,0 1,0 0 3

Pada pewarnaan dengan COX-2
didapatkan hasil bervariasi mulai dari skor 0
hingga skor 4+.

Gambar 3. ekspresi COX-2 pada sitoplasma karsino-
ma endometrioid ovarium (Imunohisto-kimia, 100x). A.
Skor 0, B. Skor 1+, C. Skor 2+, D. Skor 3+, E. Skor 4+
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Pada penelitian ini dilakukan penghi-
tungan ekspresi COX-2 pada masing masing
kelompok sampel berdasarkan persentase sel
yang tercat. Didapatkan hasil grade | memiliki
nilai median 2,0 dengan simpangan interkuartil
0,5 skor terendah 1 dan tertinggi 3, grade 2
memiliki median 3,0 dengan simpangan inter-
kuartil 0,5 skor terendah 2 dan tertinggi 3, grade
3 memiliki median 3,0 dengan simpangan
interkuartil 2,0 skor terendah 0 dan tertinggi 4.
(Gambar 4 dan Tabel 3).

Pada hasil analisis Kruskal Wallis test
tidak terdapat perbedaan ekspresi COX-2 pada

berbagai grading karsinoma endometriod
ovarium (p>0,05) (Tabel 3).
5 4
41 » Skor 0
3 4 ® skor 1+
" Skor 2+
. » Skor 2+
n Skor 4+
0 4

1 2 3

Gambar 4. Distribusi ekspresi COX-2 pada berbagai
grading histopatologik.

Tabel 3. Distribusi hasil analisis ekspresi COX-2
berdasarkan grading histopatologik.

. Ekspresi COX-2 p
Grading  n Median 1QD Min  Maks
1 7 2,0 0,5 1 3 0,303
2 7 3,0 0,5 2 3
3 9 3,0 2,0 0 4

Hubungan antara ekspresi Cyclin D1
dan COX-2 pada berbagai grading histopato-
logik karsinoma endometrioid ovarium dievaluasi
dengan menggunakan statistik dengan uiji
korelasi Spearman. Hasil analisis menunjukkan
koefisien korelasi (rs) sebesar -0,453 dan
p=0,307 (a<0,05) pada grade 1, menunjukkan
tidak adanya hubungan antara ekspresi Cyclin
D1 dan COX-2. Koefisien korelasi (rs) sebesar
0,076 dan p=0,872 (a<0,05) pada grade 2
menunjukkan tidak adanya hubungan antara
ekspresi Cyclin D1 dan COX-2. Koefisien
korelasi (rs) sebesar 0,679 dan p=0,044
(a<0,05) pada kelompok grade 3 menunjukkan
adanya hubungan antara ekspresi Cyclin D1 dan
COX-2. Koefisien korelasi (rs) sebesar 0,401
dan p=0,058 (0<0,05) pada semua kelompok
grading menunjukkan tidak adanya hubungan
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antara ekspresi Cyclin D1 dan COX-2 pada
berbagai grading histopatologik karsinoma
endometrioid ovarium (Tabel 4).

Tabel 4. Hubungan ekspresi Cyclin D1 dan COX-2.
Korelasi Cyclin D1 — COX-2

Grading n

rs p

1 7 -0,453 0,307

2 7 0,076 0,872

3 9 0,679 0,044*

Semua grade 23 0,401 0,058
Keterangan: *signifikan pada a=0,05 (Korelasi
Spearman).

DISKUSI

Karsinoma endometrioid ovarium merupakan
salah satu karsinoma yang paling banyak
menyebabkan kematian sebab penderita sering
datang pada stadium lanjut. Karsinoma ini dipilih
karena merupakan keganasan epitel ovarium
tersering kedua pada organ reproduksi wanita
dan lebih dari 42% kasus berhubungan dengan
endometriosis serta 15-20% kasus berhubungan
dengan karsinoma endometrioid endometrium.*°

Kriteria World Health Organization (WHO)
2014 untuk karsinoma ovarium ada perubahan
pada karsinoma serosa dibagi menjadi low grade
dan high grade, namun untuk sistem grading
karsinoma endometrioid tidak terdapat perubahan
yaitu tetap dibagi tiga grade berdasarkan
gambaran morfologi.™*

Usia penderita paling banyak didapat-
kan pada rentang usia 50-59 tahun sebanyak 9
kasus (39,1%), pada rentang usia 60-69 tahun
sebanyak 7 kasus (30,4%), kemudian pada
rentang usia <40-49 tahun didapatkan 6 kasus
(26,1%) serta 1 kasus pada usia 70 tahun
(4,4%). Hal ini sesuai dengan literatur yang
menyebutkan bahwa karsinoma endometrioid
ovarium paling sering terdapat pada usia dekade
lima dan enam serta lebih dari 42% berhu-
bungan dengan endometriosis pada ovarium
yang sama atau tempat lain di pelvis.10 Studi
retrospektif terbaru menganalisis 533 wanita
dengan karsinoma ovarium di antaranya terda-
pat 98 (18,4%) kasus karsinoma endometrioid
ovarium, usia median 50 tahun, usia terendah
28 dan tertinggi 78 tahun."

Hasil analisis Kruskal Wallis test
didapatkan nilai p=0,430 (p<0,05) sehingga
hipotesis penelitian tidak terbukti, yaitu tidak
terdapat perbedaan ekspresi Cyclin D1 antara
ketiga kelompok grading histopatologik karsino-
ma endometrioid ovarium. Hal ini didukung oleh
penelitian sebelumnya yang menyatakan bahwa
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mekanisme ekspresi Cyclin D1 pada karsinoma
ovarium masih belum jelas, amplifikasi CCND1
pada karsinoma ovarium masih sangat
sedikit."*'* Pada banyak kanker, ekspresi Cyclin
D1 berhubungan dengan karakteristik tumor dan
hasil akhir klinik. Lokasi protein Cyclin D1
mungkin memiliki implikasi pada diagnosis dan
prognosis.6 Hilangnya kontrol terhadap Cyclin
D1 adalah tahap awal dalam proses onkogen-
esis. Sinyal ekstraseluler akan menginduksi
ekspresi Cyclin D1 Dalam sel dan memasuki
siklus sel, inti mengikat dan mengaktifkan Cyclin
dependent Kinase (CDK4 dan CDK6).">*°

Penelitian lain menunjukkan bahwa over-
ekspresi Cyclin D1 tidak cukup sendiri untuk
mengubah sel primer, sehingga dibutuhkan
bekerja sama dengan onkogen lain untuk meng-
induksi transformasi.” Pada penelitian terdahulu
menyatakan bahwa lokasi ekspresi Cyclin D1
pada inti dapat dicapai melalui ekspresi cdk
inhibitor p21. Hal tersebut diduga bahwa cdk
inhibitor termasuk p21 mungkin memiliki peran
tambahan sebagai protein adaptor yang terlibat
pada pembentukan dan lokasi intraseluler dari
komplek kinase.'® Adanya jalur berbeda yang
mempengaruhi ekspresi Cyclin D1 inilah yang
menyebabkan tidak adanya hubungan antara
ekspresi Cyclin D1 pada berbagai grading
karsinoma endometrioid ovarium. Penelitian
terdahulu menyatakan bahwa ekspresi Cyclin D1
yang positif pada 72 dari 81 kasus karsinoma
ovarium, dengan tingkat ekspresi yang berbeda-
beda pada tiap gradenya namun tidak terdapat
korelasi antara ekspresi Cyclin D1 dengan
grading tumor.

Hasil analisis Kruskal Wallis test didapat-
kan nilai p=0,303 (p<0,05), sehingga hipotesis
penelitian tidak terbukti, yaitu tidak terdapat per-
bedaan ekspresi COX-2 antara ketiga kelompok
grading histopatologik karsinoma endometrioid
ovarium.

Cyclooxygenase (COX) adalah keluarga
myeloperoxidese yang berlokasi di sisi luminal
dari retikulum endoplasma dan membran inti,
yang mengkatalisasi prostaglandin dari asam
arakhidonat. Keragaman reseptor PGE2 dan jalur
sinyal yang berbeda menunjukkan bahwa efek
protumorigenik PGE2 tergantung pada tipe sel
dan tipe reseptor yang terekspresi.22 Mekanisme
seluler yang bertanggung jawab pada perburukan
prognosis dengan peningkatan ekspresi COX-2
pada karsinoma endometrioid ovarium masih
belum jelas, sejauh ini beberapa fungsi yang
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dipengaruhi COX-2 telah dijelaskan pada bebe-
rapa jenis karsinoma di antaranya peningkatan
proliferasi sel, penghambatan apoptosis, dan
stimulasi angiogenesis.”® Meskipun mekanisme
peningkatan regulasi COX-2 tidak diketahui, bukti
terbaru diduga bahwa ekspresi COX-2 dapat
merupakan hasil dari disregulasi pada langkah
kunci !alur signaling EGFR vyaitu RAS dan
MAPK_.*°

Hasil penelitian ini sesuai dengan pene-
litian sebelumnya yang menyatakan bahwa
peningkatan ekspresi COX-2 tidak memperlihat-
kan adanya perbedaan yang bermakna pada
berbagai grading histopatologik  karsinoma
ovarium.”® Pada penelitian lain menyebutkan
bahwa untuk ekspresi COX-2 vyang tinggi
berhubungan bermakna pada karsinoma yang
non musinus, dengan proporsi lebih besar pada
faktor lain seperti kelompok usia tua, tumor
grade 3, dan stadium lanjut tetapi tidak mempu-
nyai hubungan yang bermakna secara statistik.
Serta ekspresi COX-2 yang tinggi pada karsinoma
ovarium berhubungan dengan respon kemoterapi
yang lebih baik.?

Secara statistik pada penelitian ini terbukti
tidak didapatkan adanya hubungan antara Cyclin
D1 dan COX-2 pada semua grade. Hal ini bisa
disebabkan karena banyaknya faktor-faktor diluar
penelitan yang mempengaruhinya. Mekanisme
yang mendasari adanya hubungan Cyclin D1 dan
COX-2 pada karsinoma endometrioid ovarium
masih belum jelas.”® Walaupun pada percobaan
dengan menggunakan penghambat COX-2 pada
hewan coba memberikan hasil adanya penurunan
pertumbuhan tumor? Pada hasil analisis tiap
kelompok grading, didapatkan hasil pada kelom-
pok grade 1 dan 2 tidak terdapat hubungan,
sedangkan pada kelompok grade 3 didapatkan
hasil adanya hubungan antara ekspresi Cyclin D1
dan COX-2 dengan (p)=0,044, p=0,05. Hal ini
menunjukkan bahwa pada grade 3 semakin
meningkat ekspresi Cyclin D1 maka semakin
meningkat pula ekspresi COX-2, hal tersebut
diduga bahwa pada tumor yang high grade peran
Cyclin D1 terjadi pada tahap akhir dari ekspresi
COX-2. Hasil penelitian ini didukung oleh Pene-
litian yang dilakukan Krecicki dan kawan kawan
(2004) menyatakan ekspresi Cyclin D1 secara
statistik lebih sering pada tumor dengan stadium
lanjut.

Dari penelitian-penelitian  sebelumnya
diketahui pula bahwa ekspresi Cyclin D1 dan
COX-2 lebih sering meningkat pada karsinoma
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ovarium grade 3.

KESIMPULAN

Karsinoma endometrioid ovarium grade 1, 2, 3
menunjukkan ekspresi D1 dan COX-2 yanag tidak
berbeda bermakna dan pada karsinoma endo-
metrioid grade 1, grade, 2, grade 3 menunjukkan
tidak ada korelasi antara ekspresi cyclin D1 dan
COX-2.
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