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ABSTRAK

Latar belakang

Tumor memerlukan pembentukan pembuluh darah baru atau angiogenesis untuk dapat tumbuh dan
bermetastasis. Angiogenesis dapat dinilai dengan menghitung microvessel density (MVD). Salah satu cara
untuk menentukan microvessel adalah dengan pewarnaan imunohistokimia CD31. Cyclooxygenase-2 (COX-2)
adalah faktor potensial penting pada angiogenesis. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui hubungan ekspresi
COX-2 dengan MVD pada undifferentiated carcinoma nasophrynx di RSUP Sanglah Denpasar.

Metode

Penelitian ini menggunakan metode analitik potong lintang. Sampel penelitian adalah sediaan blok parafin
penderita undifferentiated carcinoma nasophrynx yang diperiksa secara histo-patologi di Bagian/SMF Patologi
Anatomik Fakultas Kedokteran Universitas Udayana/RSUP Sanglah Denpasar dan Laboratorium Patologi
Anatomik Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada/RSUP dr. Sardjito, Yogyakarta sejak 1 Januari 2014
sampai dengan 31 Agustus 2014. Diagnosis ulang sediaan histopatologi dilakukan dengan pulasan rutin H&E
untuk mendapatkan sampel yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi sehingga tercapai jumlah 31 sampel.
Selanjutnya dilakukan pulasan imunohistokimia COX-2 dan CD 31 pada seluruh sampel. Kemudian hasil
dianalisis dengan uji Pearson

Hasil

Ekspresi COX-2 positif ditemukan pada 24 (77,42%) subyek dan dijumpai negatif pada 7 (22,59%). Ditemukan
22 (70,97%) kasus undifferentiated carcinoma nasophrynx dengan MVD tinggi dan 9 (29,03%) dengan MVD
rendah. Ditemukan adanya korelasi positif ekspresi COX-2 dengan MVD (r=0,868; p=0,001).

Kesimpulan

Pada penelitian ini, ditemukan adanya hubungan positif antara ekspresi COX-2 dan MVD pada undifferentiated
carcinoma nasophrynx.

Kata kunci: cyclooxygenase-2, microvessel density, undifferentiated carcinoma nasophrynx.

ABSTRACT

Background

Tumors require new blood vessel formation or angiogenesis in order to grow and metastasize. Angiogenesis
can be assessed by counting the microvessel density (MVD). One way to determine microvessel is the CD31
immunohistochemical staining. Cyclooxygenase-2 (COX-2) is a potentially important factor in angiogenesis. The
aim of this study was to prove the correlation between expression COX-2 and MVD in undifferentiated
carcinoma nasophrynx at RSUP Sanglah Denpasar.

Methods

This study used cross-sectional analytic method . The sample were paraffin block preparation of patients with
undifferentiated carcinoma of the nasopharynx were examined by histopathology in Departement of Anatomical
Pathology, Faculty of Medicine University of Udayana/RSUP Sanglah Denpasar and Laboratory of Anatomical
Pathology, Faculty of Medicine, University of Gadjah Mada/Dr. Sardjito Hospital, Yogyakarta since January 1 to
August 31, 2014. Histo-pathological diagnosis performed on preparations with routine H & E staining to obtain
samples that met the inclusion and exclusion criteria in order to reach the number of 31 samples. Subsequently
immunohistochemical staining was performed for COX-2 and CD 31 on the entire sample. Then the results
were analyzed by Pearson test.

Results

COX-2 positive expression were found in 24 (77.42%) subjects, were found negative in 7 (22.59%). Twenty two
cases (70.97%) of undifferentiated carcinoma of the nasopharynx with high MVD and 9 (29.03%) with low MVD.
There was positive correlation expression of COX-2 with MVD ( r=0.868; p=0.001).

Conclusion

In this study, found a positive correlation between the expression of COX- 2 and MVD in undifferentiated
carcinoma nasophrynx

Key words: cyclooxygenase-2, microvessel density, undifferentiated carcinoma nasophrynx.
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PENDAHULUAN

Karsinoma nasofaring (KNF) merupakan tumor
ganas yang berasal dari epitel yang berasal dari
epitel mukosa nasofaring dengan predileksi di
fossa Rossenmuller. Karsinoma nasofaring
adalah tumor ganas yang sering terdapat di Asia
Tenggara insidensn}/a adalah 10-53 kasus per
100.000 penduduk.” Sementara di Indonesia,
insidensnya adalah 3,9 kasus per 100.000 popu-
lasi. Berdasarkan data registrasi kanker tahun
2010 di Bali karsinoma nasofaring menempati
peringkat kelima dari seluruh karsinoma pada
laki-laki dan perempuan dengan jumlah 70
kasus, pada laki-laki menempati peringkat
pertama dengan jumlah 47 kasus dari seluruh
karsinoma.?

Kesulitan diagnosis dini pada karsinoma
nasofaring sampai saat ini masih tetap meru-
pakan masalah besar. Hal ini disebabkan oleh
karena gejala penyakit yang tidak khas dan letak
tumor yang tersembunyi sehingga sulit diperik-
sa. Hampir seluruh penderita datang dengan
stadium lanjut.?

Karsinoma nasofaring mempunyai pera-
ngai berbeda dibandingkan dengan keganasan
pada daerah lain di kepala dan leher, karena
sifatnya yang sangat invasif dan sangat mudah
bermetastasis sering ditemukan pada stadium
yang lanjut.” Faktor yang diduga terkait dengan
timbulnya karsinoma nasofaring adalah genetik,
faktor lingkungan dan Virus Ebstein Barr (VEB).
Pemeriksaan serologi dan imunohistokimia
belum rutin dilakukan.” Hal ini menyebabkan
penatalaksanaan karsinoma nasofaring menjadi
sulit dan belum memberi hasil yang memuas-
kan.® Salah satu prognosis buruk pada
undifferentiated carcinoma nasophrynx adalah
dijumpainya banyak pembuluh darah kecil 2

Angiogenesis merupakan proses pem-
bentukan pembuluh darah baru yang terjadi
secara hormal dan sangat penting dalam proses
pertumbuhan dan perkembangan. Pertumbuhan
jaringan pembuluh darah baru sangat penting
untuk proliferasi sel kanker, karena proliferasi
bergantung pada suplai oksigen, zat makanan
dan pembuangan zat sisa yang adekuat. Angio-
genesis juga berperan penting dalam penyebar-
an sel kanker. Sel-sel kanker dapat menembus
masuk kedalam pembuluh darah ataupun limfe,
bersirkulasi melalui aliran vaskular, dan kemu-
dian berproliferasi pada tempat yang lain atau
metastasis.” Pendekatan secara patologis untuk
memperkirakan adanya suatu angiogenesis
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adalah dengan perkiraan secara mikroskopik
densitas pembuluh darah (microvessel density/
MVD) dari jaringan tumor melalui pemeriksaan
immunohistokimia. Cyclooxygenase-2 (COX-2)
merupakan faktor potensial yang penting pada
angiogenesis tumor. COX-2 secara konsisten
terekspresi dalam pembentukan pembuluh
darah baru dalam tumor dan pembuluh darah
disekitar tumor.®

Induksi COX-2 atau ekspresi berlebihan
berhubungan dengan peningkatan produksi
prostaglandin-E2 (PGE2). PGE2 menunjukkan
adanya hubungan antara perkembangan tumor
dan biosintesis prostaglandin. PGE2 juga
penting pada invasi tumor. PGE2 dapat mening-
katkan kadar vascular endothelial growth factor
(VEGF). VEGF memproduksi matrix metallo-
protein (MMP) untuk memulai suatu proses
angiogenesis. MMP memecah ekstraseluler
matrix. Hal ini merangsang migrasi sel endotel.
Sel endotel mulai membelah begitu mereka
bermigrasi ke jaringan sekitarnya. Kemudian
tersusun menjadi pembuluh darah baru dan
kemudian berkembang menjadi pembuluh darah
matur.”

Penelitian Hasibuan (2014) menemukan
adanya korelasi positif sedang antara ekspresi
COX-2 dan microvessel density pada karsinoma
nasofaring.’ Sedangkan pada penelitan Tan
dan Putti (2005) menyatakan tidak dijumpai
adanya perbedaan yang bermakna microvessel
density pada kelompok COX-2 positif dengan
COX-2 negatif.*°

Tujuan penelitian ini adalah untuk
mengetahui adanya hubungan antara ekspresi
COX-2 dengan angiogenesis, yang dinilai
dengan MVD, pada penderita undifferentiated
carcinoma nasopharynx di RSUP Sanglah
Denpasar.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan metode analitik
observasional potong lintang. Penelitian dilaku-
kan di Bagian/SMF Patologi Anatomik Fakultas
Kedokteran Universitas Udayana/RSUP Sanglah
dan Bagian/SMF Patologi Anatomik Fakultas
Kedokteran Universitas Universitas Gadjah
Mada/RSUP dr. Sarjito, sejak tanggal 1 Januari
2014 sampai dengan 31 Agustus 2014. Populasi
penelitian ini adalah semua sediaan blok parafin
dari bahan penderita karsinoma nasofaring di
RSUP Sanglah Denpasar. Sampel penelitian
berasal dari sediaan blok parafin yang telah
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diperiksa secara histopatologi di Bagian/SMF
Patologi Anatomik Fakultas Kedokteran Univer-
sitas Udayana/RSUP Denpasar sejak tanggal 1
Januari 2014 sampai 31 Agustus 2014, yang
memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi. Kriteria
inklusi sampel adalah sediaan berasal dari salah
satu bahan biopsi dekstra atau sinistra yang
mengandung minimal 3mm jaringan tumor,
sediaan merupakan tumor primer, dan penderita
belum pernah mendapat kemoterapi dan radio-
terapi. Sedangkan kriteria eksklusi sampel
adalah kasus dengan diagnosis histopatologi
yang belum pasti (masih ada diagnosis
banding), blok parafin yang rusak dan sediaan
mengandung sel-sel radang padat, jika limfosit
menginfiltrasi tumor secara difus seluruh
komponen tumor. Sampel yang memenuhi
kriteria inklusi dan eksklusi terdiri dari 31 kasus
undifferentiated carcinoma nasopharynx.
Undifferentiated carcinoma nasopharynx adalah
keganasan yang berasal dari epitel mukosa
nasofaring yang memperlihatkan gambaran sel
berbentuk oval atau spindel dengan inti bulat
sampai oval dan vesikular, dan ditemukan anak
inti membentuk pola sinsitial infiltratif pada
stroma.™

Preparat hasil pulasan hematoksilin dan
eosin (H&E) sesuai nomor-nomor yang telah
dikumpulkan, dievaluasi ulang oleh peneliti dan
dua ahli patologi untuk memenuhi kriteria inklusi
dan eksklusi. Kemudian dilakukan pemotongan
ulang blok parafin, untuk dilakukan pengecatan
imunohistokimia COX-2 dan CD31 untuk
mengetahui MVD. Penilaian protein COX-2
dengan pulasan imunohistokimia menggunakan
antibodi primer monoklonal COX-2 clone D07
dari Dako secara semikuantitatif dengan meng-
gunakan mikroskop cahaya binokuler Olympus
CX21 mulai dari pembesaran lemah (40x)
kemudian pembesaran kuat (400x). Sediaan
jaringan yang akan dinilai, dibandingkan dengan
kontrol positif. Kontrol positif diambil dari
jaringan kolon. Sel yang mengekspresikan COX-
2 akan tampak berwarna coklat pada sitoplasma
sel ganas. Penilaian ekspresi COX-2 dibuat
berdasarkan analisis persentase sel tumor yang
positif dan intensitas pewarnaan. Berdasarkan
persentase sel ganas yang menunjukkan over-
ekspresi COX-2 maka dibagi menjadi 3 skor (0-
3) yaitu: 0 (tidak terwarnai), 1 (<10% sel dari
seluruh sel ganas terwarnai), 2 (10-50% sel dari
seluruh sel ganas terwarnai), 3 (>50% sel dari
seluruh sel ganas terwarnai). Berdasarkan

32

intensitas sel-sel ganas yang menunjukkan
overeksprei COX-2 maka dibagi menjadi 3 skor
(0-3) yaitu: 0 (negatif), 1 (lemah), 2 (sedang), 3
(kuat). Interpretasi ekspresi COX-2 dari sel
tumor, sesuai dengan penelitian sebelumnya
digunakan skor immunoreaktif, diperoleh dengan
mengalikan skor persentase sel ganas yang
mengekspresikan COX-2 dengan skor inten-
sitas. Skor imunoreaktif 4 atau lebih dinilai
sebagai ekspresi COX-2 positif, skor imuno-
reaktif kurang dari 4 dinyatakan sebagai COX-2
negatif.' Penilaian MVD dengan pulasan
immunohistokimia menggunakan antibodi primer
monoclonal mouse anti human CD 31 endo-
thelial cell secara semikuantitatif, diamati
dengan mikroskop cahaya binokuler merk
Olympus CX-21 mulai dari pembesaran lemah
(40x) kemudian pembesaran kuat (400x).
Penghitungan dilakukan pada seluruh sel tumor
dimulai dari bagian tumor dengan ekspresi
terkuat ke bagian yang lebih lemah. Sediaan
jaringan yang akan dinilai, dibandingkan dengan
kontrol positif. Kontrol positif diambil dari
jaringan tonsil. Untuk menentukan microvessel,
dilihat dari ekspresi lemah sampai kuat CD31
yaitu berwarna coklat pada sitoplasma dan atau
membrane sel endotel. Intratumoral dan peri-
tumoral microvessel (pembuluh darah dengan
diameter <50pum tanpa lapisan muskular) dihi-
tung jumlah microvessel pada masing-masing
empat lapang pandang, dan hasilnya digabunq-
kan untuk mendapatkan microvessel/mm?.*?
Interpretasi MVD rendah dan tinggi ditentukan
dengan analisis menggunakan kurva ROC.

Data-data penelitian disajikan dalam
bentuk tabel dan deskriptif. Dalam penelitian ini
data umur, jenis kelamin, ekspresi COX-2 dan
ekspresi CD31, terlebih dahulu diuji normalitas
datanya. Berdasarkan hasil analisis dengan uiji
Kolmogorov-Smirnov didapatkan bahwa data
umur, jenis kelamin, ekspresi COX-2 dan
ekspresi CD31 berdistribusi normal sehingga
digunakan uji Pearson untuk analisis korelatif
dengan tingkat kemaknaan (a) ditetapkan pada
p<0,05.

HASIL

Dari 31 kasus undifferentiated carcinoma
nasofaring, didapatkan 26 (83,9%) adalah laki-
laki dan 5 (16,1%) perempuan (Tabel 1).
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Tabel 1. Distribusi sampel berdasarkan jenis kelamin.

Jenis kelamin Jumlah Persentase
Laki-laki 26 83,9%
Perempuan 5 16,1%
Jumlah 31 100%

Berdasarkan hasil analisis didapatkan
bahwa rerata umur pasien adalah 49,52+11,64
tahun dengan rentangan 18-71 tahun (Tabel 2).

Tabel 2. Distribusi sampel berdasarkan umur.

Umur Jumlah Persentase
11-20 1 3,23%
21-30 1 3,23%
31-40 4 12,90%
41-50 11 35,48%
51-60 8 25,80%
61-70 5 16,13%
71-80 1 3,23%
Jumlah 31 100%

Tabel 3. Hubungan antara COX-2 dengan micro-
vessel density.

MVD
COX2  Fingg _ Rendan r P
Positif 23 1
Negatif 1 6 0,868 0,001

Tabel 3 di atas menunjukkan bahwa
dengan uji korelasi Pearson didapatkan nilai
r=0,868 dan p=0,001. Hal ini berarti bahwa
terdapat hubungan positif secara bermakna
antara COX-2 dengan MVD (p<0,05).

vy = N—
.ld-"‘ i3 V,'l-;.,' \

Gambar 1. Hasil Pewarnaan imunohistokimia COX-2
pada Undifferentiated carcinoma nasophrynx dengan
intensitas kuat. A. Terpulas pada <10% sel ganas; B.
Terpulas pada 10-50% sel ganas; C. Terpulas
pada >50% sel ganas (IHK COX-2, pembesaran
400x).
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Gambar 2. Hasil pewarnaan imunohistokimia dengan
hasil A. MVD tinggi dan B. MVD rendah (IHK CD 31
pembesaran 40Xx).

DISKUSI

Pada penelitian ini didapatkan kasus undifferen-
tiated carcinoma nasophrynx dari bahan biopsi
26 kasus (83,9%) pada laki-laki dan 5 kasus
(16,1%) pada perempuan. Hasil yang didapat-
kan ini tidak jauh berbeda dengan yang
didapatkan dari kepustakaan bahwa karsinoma
nasofaring lebih sering pada laki-laki daripada
perempuan.” Lebih banyaknya penderita
karsinoma nasofaring pada laki-laki dibanding
perempuan kemungkinan berhubungan dengan
kebiasaan merokok pada laki-laki lebih banyak
daripada perempuan. Hal ini sesuai dengan
penelitian Taweevisit, et al. (2010) yang menda-
patkan insiden pada laki laki lebih sering
daripada perempuan. Beberapa penelitian di
berbagai negara juga menunjukkan penderita
karsinoma nasofaring lebih banyak daripada
perempuan dengan rata-rata perbandingan
2:1.'°"° Berdasarkan data registrasi kanker
tahun 2010 di Bali karsinoma nasofaring lebih
sering terjadi pada laki daripada perempuan
dengan rasio 2:1.

Kasus undifferentiated carcinoma naso-
pharynx terbanyak ditemukan pada dekade
kelima."* Pada penelitian ini didapatkan usia
terbanyak pada dekade kelima dengan rentang
usia 18 tahun sampai usia 71 tahun. Rerata usia
pasien dalam penelitian ini adalah 49,52+11,64
tahun. Hal ini sesuai dengan penelitian
Hasibuan (2014) mendapatkan kelompok usia
terbanyak adalah kelompok 41-60 tahun dengan
rerata 47,54+11,651.

Cyclooxygenase (COX) merupakan
enzim penting pada jalur biosintetik prosta-
glandin, tromboxan dan prostasiklin dari asam
arakhidonat. Ekspresi seluler COX-2 meningkat
diatas normal pada stadium awal karsinogen-
esis dan selama perkembangan serta invasif
tumor. Prostaglandin dan enzim COX-2, yang
mengkatalisis produksi prostaglandin, merupa-
kan mediator inflamasi yang terlibat dalam
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proses angiogenesis.**

Angiogenesis merupakan proses pem-
bentukan pembuluh darah baru. Pertumbuhan
jaringan pembuluh darah baru sangat penting
untuk proliferasi sel kanker, karena proliferasi
bergantung pada suplai oksigen, zat makanan
dan pembuangan zat sisa yang adekuat.
Menurut Nishida, et al. (2006) angiogenesis juga
berperan penting dalam penyebaran sel kanker.
Sel-sel kanker dapat menembus masuk kedalam
pembuluh darah ataupun limfe, bersirkulasi
melalui aliran intrakaskular, dan kemudian
berproliferasi pada tempat yang lain yang
dikenal sebagai metastasis. Angiogenesis meru-
pakan proses pertumbuhan massa tumor.
Cyclooxygenase-2 (COX-2) merupakan faktor
potensial yang penting pada angiogenesis
tumor. COX-2 secara konsisten terekspresi
dalam pembentukan pembuluh darah baru
dalam tumor dan pembuluh darah disekitar
tumor.®

Prostaglandin endoperoksidasesintase-
2 atau COX-2 adalah enzim kunci dalam
produksi prostaglandin. Enzim ini ditemukan
meningkat pada berbagai keganasan. Induksi
COX-2 atau ekspresi berlebihan berhubungan
dengan peningkatan produksi prostaglandin-E2
(PGE2). PGE2 menunjukkan adanya hubungan
antara perkembangan tumor dan biosintesis
prostaglandin. Prostaglandin dan izoenzim COX-
2 dapat membantu proses sel normal seperti
proliferasi sel, angiogenesis, dan apoptosis.
PGE2 juga penting pada invasi tumor. PGE2
dapat meningkatkan kadar vascular endothelial
growth factor (VEGF). VEGF memproduksi
memproduksi matrix metalloprotein (MMP) untuk
memulai suatu proses angiogenesis. MMP
memecah ekstraseluler matrix. Hal ini merang-
sang migrasi sel endotel. Sel endotel mulai
membelah begitu mereka bermigrasi ke jaringan
sekitarnya. Kemudian tersusun menjadi pem-
buluh darah baru dan kemudian berkembang
menjadi pembuluh darah matur.” Hal tersebut
menjelaskan mengapa pada penelitian ini
ditemukan jumlah subyek dengan ekspresi
COX-2 positif lebih besar dibandingkan dengan
yang negatif.

Pada penelitian ini diperoleh cut of point
nilai MVD dengan kurva ROC adalah 4,5
MV/LP. Sehingga pada penelitian diperoleh
MVD rendah 29,03% dan MVD tinggi 70,97%.
Pada penelitian Hasibuan ditetapkan batas
MVD 45 MV/LP. Penelitian oleh Xu et al. (2006)
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menemukan rata-rata MVD 32. Perbedaan hasil
MVD pada berbagai penelitian ini mungkin
disebabkan perbedaan teknik pembacaan dan
teknik pewarnaan dengan marker yang berbeda
seperti CD31, CD34, dan factor VIII, dan hingga
saat ini belum ada penelitan yang mem-
bandingkan berbagai teknik pewarnaan ini untuk
menentukan teknik pewarnaan yang ideal.*®

Berdasarkan hasil uji normalitas data
dengan uji Kolmogrov-Smirnov didapatkan
bahwa data COX-2 dan microvessel density
berdistribusi normal (p>0,05). Untuk mengetahui
hubungan antara COX-2 dan microvessel
density digunakan uji korelasi Pearson. Hasil
analisis dengan uji korelasi Pearson didapatkan
nilai r=0,868 dan p=0,001. Hal ini berarti bahwa
terdapat hubungan positif antara COX-2 dengan
microvessel density (p<0,05). Hal ini sesuai
dengan penelitian Hasibuan pada tahun 2014,
dimana hasil penelitiannya menunjukkan
adanya korelasi positif sedang antara COX-2
dengan microvessel density dengan koefisien
korelasi r=0,559 dengan p=0,005. Berbeda
dengan Tan dan Putti pada tahun 2005 yang
tidak menemukan adanya hubungan antara
ekspresi COX-2 dan MVD undifferentiated
carcinoma nasopharynx karsinoma nasofaring
(p=0,774).

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitan maka dapat
disimpulkan bahwa terdapat korelasi positif
antara ekspresi Cyclooxygenase-2 (COX-2) dan
microvessel density (MVD) pada undifferentiated
carcinoma nasopharynx.
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