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RINGKASAN

PENGARUH PEMBERIAN VITAMIN D DOSIS BERTINGKAT
TERHADAP EKSPRESI INTERLEUKIN-17 LESI DAN LUAS LESI
ENDOMETRIOSIS PADA MENCIT MODEL ENDOMETRIOSIS

Alfi Ruham Burjiah

Endometriosis merupakan kelainan ginekologis yang cukup sering
dijumpai, jinak, estrogen-dependen, dan kronik. Endometriosis tidak hanya berefek
secara fisik tetapi juga psikologis, hubungan sosial, kehilangan produktivitas kerja,
dan penggunaan sumber daya kesehatan dalam jumlah besar. Tata laksana
endometriosis terbagi atas terapi medis, bedah dan non-medis Berbagai
keterbatasan dikaitkan dengan modalitas terapi tersebut sehingga dikembangkan
berbagai penelitian tentang alternatif terapi maupun terapi suportif. Adanya
gangguan sistem imun dan abnormalitas inflamasi, salah satunya IL-17, pada
endometriosis menyebabkan logisnya penggunaan vitamin D sebagai
imunomodulator sebagai terapi suportif endometriosis. Pengaruh vitamin D
terhadap ekspresi IL-17 pada kondisi endometriosis masih belum diketahui sejauh
ini meski logis bila dihipotesiskan suplementasi vitamin D dapat menurunkan
pertumbuhan lesi endometriosis melalui modulasi IL-17. Penelitian ini bertujuan
menganalisis pengaruh vitamin D dosis bertingkat 8 1U, 16 1U dan 24 U terhadap
ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis pada peritoneum mencit model
endometriosis. Sejauh ini penelitian pengaruh vitamin D pada endometriosis
banyak dilakukan secara in vitro dan hewan coba, tetapi translasi ke penelitian
eksperimental klinis pada manusia masih memiliki kelemahan. Salah satu
kelemahan tersebut adalah penggunaan dosis suprafisiologis pada hewan coba
berakibat letal, tidak adanya analisis dosis bertingkat serta ketidaksesuaian rute
pemberian vitamin D pada penelitian tersebut apabila ditranslasikan ke manusia.
Untuk mengatasi kelemahan tersebut penelitian ini menggunakan dosis yang
sefisiologis mungkin dengan rute oral. Dosis vitamin D yang digunakan dalam
penelitian bertingkat dan dianalisis efektivitasnya dalam modulasi IL-17 dan luas
lesi pada endometriosis. Penelitian ini, dengan demikian, memiliki unsur kebaruan
yang penting dalam pemahaman mekanisme modulasi vitamin D terhadap IL-17
dan luas lesi endometriosis serta dasar translasional vitamin D sebagai terapi
suportif endometriosis pada manusia.

Metode penelitian ini adalah eksperimental rancangan acak lengkap post
test only control group design. Penelitian ini telah mendapat sertifikasi kelaikan
etik dari Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga. Mencit (Mus
musculus) model endometriosis dibagi menjadi empat kelompok masing masing 6
mencit. Kelompok K sebagai kontrol negatif tidak diberikan perlakuan sedangkan
kelompok perlakuan terbagi menjadi 3 yaitu P1, P2 dan P3. Kelompok perlakuan
P1, P2 dan P3 diberikan vitamin D dosis bertingkat personde lambung berurutan 8
IU, 16 1U dan 24 IU. Mencit diaklimatisasi dan adaptasi setelahnya dilanjutkan
dengan pembuatan model. Mencit mulai diberikan perlakuan pada hari kelimabelas
selama 21 hari. Mencit diterminasi dan diambil sampel peritoneum pada hari ke-
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36. Ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis dari periteneum selanjutnya diukur
dan dianalisis. Uji statistik dilakukan untuk melihat perbedaan rerata luas lesi
endometriosis dan ekspresi IL-17 antara kelompok kontrol dan perlakuan, serta
korelasi luas lesi endometriosis dan 1L-17.

Rerata ekspresi IL-17 pada kelompok perlakuan penelitian ini lebih rendah
daripada kontrol yaitu berurutan P1, P2 dan P3 5,7 + 2,8; 6,3 + 2,4; dan 3,2 £ 0,3
vs 6,9 + 2,2. Uji Kruskal Wallis menunjukkan p 0,029 yang berarti terdapat
perbedaan bermakna antara kelompok kontrol dan perlakuan. Uji lanjutan
menunjukkan perbedaan signifikan pada kelompok P3 (p: 0,004) dan tidak
signifikan pada P1 dan P2 (p: 0,452 dan p:0,645). Hasil pemeriksaan variabel luas
lesi endometriosis menunjukkan rerata pada kelompok perlakuan lebih rendah
daripada kontrol yaitu berurutan P1, P2 dan P3 23,9 + 27,6; 15,8 £ 16,1; dan 8,9 +
9,6 vs 63,2 + 45,7. Uji Annova menunjukkan p: 0,008 yang berarti terdapat
perbedaan bermakna antara kelompok kontrol dan perlakuan. Uji postHoc Tukey
HSD menunjukkan perbedaan signifikan pada P2 dan P3 (p: 0,023 dan p 0,009).
Uji Korelasi Spearman antara ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis
menghasilkan p 0,012 dan r 0,505. Uji rerata antar tingkat dosis terhadap variabel
ekspresi IL-17 menunjukkan p 0,004 untuk perbedaan antara P2 vs P3 dan p > 0,05
untuk perbedaan antara P1 vs P2 serta P1 vs P3. Uji rerata antar tingkat dosis
terhadap variabel luas lesi endometriosis menunjukkan p > 0,05 untuk perbedaan
antara P1 vs P2, P1 vs P3 serta P2 vs P3.

Pemberian vitamin D pada penelitian ini dapat menyebabkan ekspresi IL-
17 lebih rendah dibandingkan dengan kontrol. Kecenderungan penurunan ekspresi
IL-17 secara konsisten didapatkan pada semua kelompok yang diberikan vitamin
D. Analisis statistik menunjukkan perbedaan ekspresi IL-17 yang bermakna antara
mencit model endometriosis yang mendapat vitamin D terjadi pada dosis 24 U bila
dibandingkan dengan mencit yang tidak mendapat perlakuan. Sejauh ini penelitian
ini merupakan penelitian pertama pengaruh vitamin D terhadap ekspresi IL-17 pada
endometriosis.  Suplementasi vitamin D diketahui meregulasi IL-17 dan
memperbaiki profil berbagai penyakit autoimun pada kadar serum vitamin D lebih
dari 20 ng/ml. Mekanisme imunomodulasi IL-17 oleh vitamin D dapat terjadi
melalui penurunan jumlah sel penghasil 1L-17, hambatan diferensiasi sel T CD4+
menjadi sel Th17 maupun efek represif terhadap ekspresi IL-17. Efek represif
terjadi akibat hambatan jalur 11-17/11-17R melalui mekanisme penekanan
transkripsi oleh reseptor vitamin D.

Luas lesi endometriosis yang lebih kecil secara konsisten ditemukan pada
kelompok mencit model endometriosis yang mendapat vitamin D. Rerata luas lesi
paling kecil ke besar pada mencit model endometriosis yang mendapatkan vitamin
D secara berurutan didapatkan pada pemberian dosis 24 1U, 16 IU dan 8 IU.
Analisis menunjukkan signifikansi data tersebut secara statistik pada pemberian
dosis 16 1U dan 24 1U. Vitamin D memperlihatkan efek anti mitogenik pada sel
endometrium ektopik melalui aktivitas hambatan aktivasi nf-kB, menurunkan
jumlah dan sintesis DNA sel endometrium ektopik. Vitamin D selain itu juga dapat
mengurangi luas area endometriosis melalui hambatan ekspresi gen VEGF-A dan
MMP-9 sehingga kapasitas angiogenesis dan kapasitas invasif lesi endometriosis
terhambat.

Penelitian ini menunjukkan hubungan antara ekspresi IL-17 dengan luas
lesi endometriosis. Secara statistik, korelasi yang ada signifikan dengan arah positif
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yang sedang. Penurunan IL-17 dengan demikian berhubungan dengan penurunan
luas lesi endometriosis dan sebaliknya. Jalur pengaturan luas lesi endometriosis
melalui modulasi IL-17 oleh vitamin D dengan demikian terbukti pada penelitian
ini.

Perbedaan ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis antar tingkatan dosis
perlakuan menunjukkan adanya dosis optimal vitamin D. Perbedaan bermakna
didapati antara dosis 16 IU dan 24 IU pada variabel ekspresi IL-17. Fungsi regulasi
ekspresi IL-17 dengan demikian tergantung dosis vitamin D (dose-dependent).
Perbedaan antar dosis pada variabel luas lesi endometriosis juga didapati utamanya
pada dosis 8 dan 24 1U meski tidak signifikan. Faktor yang mungkin mempengaruhi
antara lain bioavalabilitas vitamin D, berbagai mediator inflamasi lain, serta
pengaruh vitamin D terhadap estrogen.

Kesimpulan penelitian ini, vitamin D dosis 24 1U dapat menyebabkan
ekspresi IL-17 lebih rendah dan area lesi endometriosis lebih kecil pada mencit
model endometriosis. Terdapat hubungan antara ekspresi IL-17 dan luas lesi
endometriosis. Kedua variabel tersebut memiliki korelasi positif sedang pada
penelitian ini. Terdapat hubungan antara tingkat dosis vitamin D dengan ekspresi
IL-17 dan luas lesi endometriosis. Dosis optimal dalam menurunkan ekspresi IL-
17 dan luas lesi endometriosis pada penelitian ini adalah 24 IU. Potensi vitamin D
sebagai terapi suportif endometriosis perlu diteliti lebih lanjut di level Kklinis.
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SUMMARY

THE EFFECT OF VITAMIN D ADMINISTRATION ON INTERLEUKIN-
17 EXPRESSION AND ENDOMETRIOSIS IMPLANT AREA

Alfi Ruham Burjiah

Endometriosis is a common, benign, estrogen-dependent, and chronic
gynaecological disorder. This disease has physical, psychological, and social
effects. Financially, endometriosis causes lost productivity and the use of extensive
health resources. The treatment is divided into medical, surgical, and non-medical
therapies. Various limitations are associated with these therapeutic modalities, so
research is developed for alternative treatments and supportive therapies. The
presence of immune system disorders and inflammatory abnormalities in
endometriosis makes it logical to use vitamin D as an immunomodulator as
supportive therapy for endometriosis.

Vitamin D’s effect on IL-17 expression in endometriosis is still unknown,
although its impact on other diseases has been known. However, it is logical to
hypothesize that vitamin D can reduce the growth of endometrial lesions through
the modulation of IL-17. This study aims to analyze the effect of vitamin D in
graded doses of 8 1U, 16 1U, and 24 IU on the expression of IL-17 and the extent of
endometriosis lesions in the peritoneum of endometriosis models of mice.
Experimental research in humans still has drawbacks. One of the weaknesses is that
the use of supraphysiological doses in experimental animals is fatal, there is no
stratified dose analysis, and the inappropriateness of the route of vitamin D
administration in this study when translated into humans. This study used a
physiological dose orally to overcome these weaknesses. The dose used in this
study was stratified and analyzed for its effectiveness in modulating IL-17 and
lesion areas in endometriosis. Therefore, this study has an important novelty in
understanding the mechanism of vitamin D modulation of IL-17, the extent of
endometrial lesions, and as the basis of vitamin D clinical research as supportive
therapy for endometriosis in humans.

This study is a randomized post-test-only control group research using
mice (Mus musculus) as an endometriosis model. The Faculty of Veterinary
Medicine, Airlangga University, has ethically approved the study. Twenty-four
mice were divided equally into four groups. Group K, as a negative control, was
not given any treatment. Groups P1, P2, and P3 were given stratified doses of
vitamin D as follows 8 IU, 16 1U, and 24 IU. Mice were acclimatized after
adaptation, followed by modelling. Mice were given treatment on the fifteenth day
for 21 days. Mice were terminated, and peritoneal samples were taken on the 36th
day. Interleukin-17 expression and the extent of endometriotic lesions of the
peritoneum were further measured and analyzed. We performed statistical tests to
see the difference in the mean area of endometriosis lesions and IL-17 expression
between the control and treatment groups, as well as the correlation between the
extent of endometriosis lesions and IL-17. We also performed a statistical test to
find out whether stratified doses have different IL-17 and endometriosis area
outcomes.
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The mean IL-17 expression was significantly lower after Vitamin D
administration, namely P1, P2, and P35.7 £2.8; 6.3+ 2.4;and 3.2 + 0.3vs 6.9 +
2.2 (p: 0.029). there was a significant difference in the P3 group (p: 0.004) but not
in P1 and P2 (p: 0.452 and p: 0.645). The mean area of endometriosis in the
treatment group was lower, namely P1, P2, and P3, respectively 23.9 + 27.6; 15.8
+ 16.1; and 8.9 £ 9.6 vs 63.2 £ 45.7. Annova test showed p: 0.008, meaning a
significant difference between the control and treatment groups. The Tukey HSD
postHoc test showed significant differences at P2 and P3 (p: 0.023 and p 0.009).
Correlation between IL-17 expression and area of endometriosis tested with The
Spearman Correlation Test resulted in p p 0.012 and r 0.505. Various doses of
vitamin D showed different outcomes for each variable. The mean difference in IL-
17 expression is significant between P2 vs P3 (p 0.004) but not for P1 vs P2 and P1
vs P3 (p > 0.05). The mean difference in endometriosis implant area is found
between P1 vs P2, P1 vs P3, and P2 vs P3, although not significant (p > 0.05).

The administration of vitamin D thus resulted in a lower expression of IL-
17 compared to the control. Furthermore, we found a decreasing tendency in IL-17
expression in all groups given vitamin D. Statistical analysis showed a significant
difference in IL-17 expression between endometriosis-associated mice that
received vitamin D at a dose of 24 IU compared to mice that did not receive
treatment. So far, this study is the first study of the effect of vitamin D on IL-17
expression in endometriosis. Vitamin D supplementation is known to regulate IL-
17 and improve the profile of various autoimmune diseases at serum vitamin D
levels of more than 20 ng/ml. The mechanism of IL-17 immunomodulation by
vitamin D can occur through a decrease in the number of IL-17-producing cells,
inhibition of differentiation of CD4+ T cells into Th17 cells, and a repressive effect
on IL-17 expression. 17. The repressive effect occurs due to inhibition of the II-
17/11-17R pathway through the mechanism of transcription suppression by the
vitamin D receptor. We found a tendency for a smaller area of endometriosis lesions
when given vitamin D. The smallest to largest mean lesion areas in endometriosis
model mice that received vitamin D, respectively, were obtained at doses of 24 1U,
16 1U, and 8 IU. The analysis showed the statistical significance of the data at 16
IU and 24 1U doses. Vitamin D exhibits anti-mitogenic effects on ectopic
endometrial cells by inhibiting nf-kB activation, reducing the number and DNA
synthesis of ectopic endometrial cells. Vitamin D can also reduce the area of
endometriosis by inhibiting VEGF-A and MMP-9 gene expression, inhibiting the
angiogenesis capacity and invasive capacity of endometrial lesions. This study
showed a relationship between IL-17 expression and the extent of endometriosis
lesions. Statistically, the correlation is significant with a moderate positive
direction. A decrease in IL-17 is thus associated with reducing endometrial lesions
and vice versa. The pathway for broad regulation of endometrial lesions through
the modulation of IL-17 by vitamin D was thus evident in this study.

Differences in the expression of I1L-17 and the extent of endometriosis
lesions between treatment doses indicated the optimal dose of vitamin D.
Significant differences were found between 16 IU and 24 1U doses in the IL-17
expression variable. The regulatory function of IL-17 expression is thus dose-
dependent. Differences between doses on the variable area of endometriosis lesions
were found mainly at doses of 8 and 24 1U, although not significant. Factors that
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may influence these outcomes are the bioavailability of vitamin D, various other
inflammatory mediators, and the effect of vitamin D on estrogen.

This study concludes that vitamin D can cause lower IL-17 expression and
smaller endometriosis lesion areas in endometriosis model mice. The expression of
IL-17 and the extent of endometriosis lesions had a moderately positive correlation
in this study. Furthermore, these outcomes are modulated depending on the optimal
dose of 24 IU. Further research on vitamin D as supportive therapy for
endometriosis potency is warranted.
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ABSTRAK

Pengaruh Pemberian Vitamin D Dosis Bertingkat terhadap Ekspresi
Interleukin-17 Lesi dan Luas Lesi Endometriosis pada Mencit Model
Endometriosis

Alfi Ruham Burjiah

Latar Belakang. Gangguan imunologi dan inflamasi pada endometriosis
merupakan dasar ilmiah penggunaan vitamin D sebagai terapi suportif. Penelitian
ini bertujuan menganalisis pengaruh vitamin D dosis bertingkat terhadap ekspresi
IL-17 dan luas lesi endometriosis pada peritoneum mencit model endometriosis
Metode. Mencit model endometriosis sejumlah 24 ekor dibagi menjadi 4
kelompok. Kelompok K sebagai kontrol negatif, serta P1, P2 dan P3 sebagai
perlakuan pemberian vitamin D. Vitamin D diberikan pada P1, P2 dan P3 secara
oral dengan dosis 8 1U, 16 1U dan 24 U selama 3 minggu. Luas lesi endometriosis
dari peritoneum diukur dengan motic images setelah terminasi. Ekspresi IL-17
diukur dengan imunohistokimia.

Hasil. Ekspresi IL-17 lebih rendah secara signifikan dengan pemberian 24 1U
vitamin D (p = 0,004). Dosis 8 dan 16 1U menyebabkan ekspresi IL-17 lebih rendah,
meski tidak bermakna (p = 0,452 dan p = 0,645). Vitamin D dosis 16 U dan 24 1U
menyebabkan lesi endometriosis lebih kecil (p 0,023 dan 0,009). Luas lesi
endometriosis lebih kecil dengan dosis 8 IU tetapi tidak signifikan (p > 0,05).
Pengaturan ekspresi IL-17 secara signifikan tergantung pada tingkat dosis vitamin
D, yaitu 24 IU (p = 0,004). Dosis serupa menyebabkan lesi endometriosis paling
kecil meski belum optimal (p > 0,05). Ekspresi IL-17 berkorelasi positif sedang
dengan luas lesi endometriosis (p = 0,012, rho = 0,505).

Kesimpulan. Vitamin D dosis 24 IU menyebabkan luas lesi endometriosis secara
lebih kecil melalui penurunan ekspresi IL-17. Penelitian klinis potensi vitamin D
sebagai terapi suportif endometriosis perlu dikembangkan.

Kata Kunci: Vitamin D, Interleukin-17, Endometriosis, SDG.
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Abstract

The Effect of Vitamin D Administration on Interleukin-17 Expression and
Endometriosis Implant Area

Alfi Ruham Burjiah

Introduction. Endometriosis's immunological and inflammatory disorders are the
scientific basis for using vitamin D as supportive therapy. Therefore, this study
aimed to analyze the effect of multi-dose vitamin D on the expression of IL-17 and
the extent of endometriosis lesions in the peritoneum of endometriosis model mice.
Method. Endometriosis was induced in twenty-four mice by injecting human
endometrial cells into the peritoneum. Three groups of mice were given vitamin D
8 1U, 16 1U, and 24 IU for 21 days. The Control group had no treatment. On day
36, the mice were terminated. Motic images measured the extent of the
endometriotic lesion of the peritoneum after termination. Interleukin-17 expression
was measured using immunohistochemistry.

Results. Interleukin-17 expression was significantly lower after 24 1U of vitamin
D administration (p = 0.004). Vitamin D doses of 8 IU and 16 IU caused lower IL-
17 expression, although not significant (p = 0.452 and p = 0.645). The area of
endometriosis lesions was smaller after 16 IU and 24 1U of vitamin D
administration (p 0.023 and 0.009). Endometriosis lesion also tends to be smaller
after 8 1U of vitamin D supplementation, although insignificant (p > 0.05). The
regulation of IL-17 expression was significantly dependent on the dose level of
vitamin D with an optimal dose of 24 IU (p = 0.004). This dose also caused the
smallest endometriosis lesion, although not optimal (p > 0.05). IL-17 expression
was moderately and positively correlated with the extent of endometriosis lesions
(p =0.012, rho = 0.505).

Conclusion. Vitamin D caused a significantly smaller endometriosis lesion area by
modulating IL-17 expression. The optimal dose level for vitamin D is 24 IU. Further
clinical research on vitamin D's therapeutic potential is warranted.

Keywords: Vitamin D, Interleukin-17, Endometriosis, SDG
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BAB 1
PENDAHULUAN
1.1 Latar Belakang

Endometriosis merupakan kelainan ginekologis yang cukup sering
dijumpai, jinak, estrogen-dependen, dan kronik (Giudice dan Kao, 2004; Zondervan
et al., 2020). Adanya jaringan mirip endometrium yang berada di luar kavum uteri
dan menginduksi reaksi inflamasi kronis merupakan ciri kelainan ini (Giudice dan
Kao, 2004; Hendarto, 2015). Nyeri, termasuk dismenorea, dispareuni, dischezia,
dan nyeri pelvik kronik serta infertilitas merupakan manifestasi Klinis
endometriosis. Kondisi nyeri ini tidak hanya berefek secara fisik tetapi juga
psikologis, antara lain menyebabkan kondisi depresi, anxietas dan hubungan sosial.
Endometriosis juga menyebabkan kehilangan produktivitas kerja akibat fatigue,
beban psikis dan penggunaan sumber daya kesehatan dalam jumlah besar (Della
Corte et al., 2020; Minko et al., 2021).

Prevalensi pasti endometriosis sulit diketahui. Prevalensi endometriosis
diestimasikan sebesar 10% pada populasi wanita usia reproduksi secara global
(Zondervan et al., 2020). Kejadian pada populasi perempuan dengan infertilitas
berdasar data Klinik Fertilitas RS Dr. Soetomo Surabaya mencapai hingga 50%
(Hendarto, 2015). Ketidakpastian jumlah kejadian disebabkan berbagai hal antara
lain kondisi asimptomatis, modalitas pencitraan memiliki sensitivitas rendah, dan
diagnosis definitif memerlukan visualisasi melalui pembedahan (Hendarto, 2015;

diagnosis. Penanganan endometriosis yang suboptimal akibat keterlambatan
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diagnosis dapat menyebabkan penurunan kualitas hidup pasien dalam aspek fisik,
seksual, psikologis dan sosial (Nnoaham et al., 2011; Namazi et al., 2021).

Patogenesis dan patofisiologi pasti dari endometriosis masih sulit
dijelaskan, meski berbagai mekanisme telah dikemukakan. Teori menstruasi
retograde, metaplasia selomik dan sirkulasi sel punca melalui aliran vaskular dan
limfatik berupaya menjelaskan asal sel endometrium di lokasi ektopik. Mekanisme
hormonal, inflamasi ataupun milieu imunologik, serta kerentanan genetik
memungkinkan sel endometrium terimplantasi, dan tumbuh di lokasi ektopik
(Parasar et al., 2017). Sistem imun diketahui terlibat pada patogenesis
endometriosis melalui kurangnya surveilance imun di peritoneum (Giudice dan
Kao, 2004). Salah satu sitokin yang berperan dalam perkembangan lesi
endometriosis adalah interleukin-17 (IL-17). Jumlah sel Th17 dan Kadar IL-17
diketahui berkorelasi dengan derajat keparahan endometriosis (Izumi et al., 2018).
Berbagai peran IL-17 yang telah diketahui pada patogenesis endometriosis antara
lain kemotaktik makrofag, induksi polarisasi makrofag menjadi fenotip M2
patogenik, dan stimulasi faktor-faktor inflamasi seperti IL-8, COX-2, VEGF
(Hirata et al., 2008; Kuwabara et al., 2017; Miller et al., 2020).

Endometriosis merupakan penyakit yang progresif dengan angka rekurensi
tinggi (Brosens, et al., 2013). Tata laksana endometriosis terbagi atas terapi medis,
bedah dan non-medis (Becker et al., 2022). Berbagai keterbatasan dikaitkan dengan
modalitas terapi tersebut sehingga dikembangkan pemikiran untuk pengembangan
alternatif terapi maupun terapi suportif (Bedaiwy et al., 2017). Adanya gangguan
sistem imun dan abnormalitas inflamasi pada endometriosis menyebabkan logisnya

penggunaan suatu imunomodulator sebagai terapi suportif endometriosis.
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Vitamin D diketahui berperan dalam imunomodulasi karena adanya
ekspresi reseptor vitamin D (VDR) dan enzim pengaktif vitamin D pada sel-sel
imun. Defisiensi vitamin D juga dikaitkan dengan berbagai risiko gangguan sistem
imun, seperti yang terjadi pada endometriosis. (Prietl et al., 2013; Liu et al., 2018).
Endometriosis dihubungkan dengan kondisi defisiensi vitamin D serta berkorelasi
terbalik dengan derajat penyakit dan luas area endometriosis (Miyashita et al.,
2016; Ciavattini et al., 2017). Endometrium eutopik dan ektopik serta sel-sel imun
teraktivasi pada lesi endometriosis seperti sel Th17 memiliki reseptor vitamin dan
enzim untuk metabolisme vitamin D (Cermisoni et al., 2018; Soave et al., 2018;
Giampaolino et al., 2019). Vitamin D juga diketahui berperan dalam memodulasi
kondisi inflamasi, proliferasi sel, angiogenesis dan luas lesi endometriosis (Yildirim
et al., 2014; Delbandi et al., 2016; Miyashita et al., 2016; Cermisoni et al., 2018).
Modulasi perkembangan endometriosis oleh vitamin D diperkirakan dapat melalui
jalur regulasi lain (Abbas et al., 2013; Delbandi et al., 2016; Cermisoni et al., 2018).

Jalur modulasi lain yang diusulkan oleh peneliti adalah modulasi ekspresi
IL-17 oleh Vitamin D. Suplementasi vitamin D diketahui meregulasi IL-17 dan
memperbaiki profil berbagai penyakit autoimun pada kadar serum vitamin D lebih
dari 20 ng/ml (Bruce et al., 2011; Joshi et al., 2011; Bhargava et al., 2015; Aly et
al., 2017; Xia et al., 2019; Ghorbani et al., 2021; Mahmoud et al., 2021). Pengaruh
vitamin D terhadap ekspresi IL-17 pada kondisi endometriosis masih belum
diketahui sejauh ini, meski logis bila dihipotesiskan suplementasi vitamin D dapat
menurunkan pertumbuhan lesi endometriosis melalui modulasi 1L-17.

Sejauh ini penelitian pengaruh vitamin D pada endometriosis banyak

dilakukan secara in vitro dan hewan coba, tetapi translasi ke penelitian
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eksperimental klinis pada manusia masih memiliki kelemahan. Salah satu
kelemahan tersebut adalah penggunaan dosis suprafisiologis secara in vitro dan
pada hewan coba berakibat letal serta ketidaksesuaian rute pemberian vitamin D
pada penelitian tersebut apabila ditranslasikan ke manusia. Peneliti memikirkan
solusi kelemahan tersebut yaitu penggunaan dosis yang sefisiologis mungkin
dengan rute oral pada penelitian ini.

Endometriosis diketahui erat hubungannya dengan kondisi defisiensi
vitamin D (Miyashita et al., 2016; Anastasi et al., 2017; Ciavattini et al., 2017;
Delbandi et al., 2021). Dosis suplementasi yang efektif untuk modulasi IL-17 pada
endometriosis dalam penelitian ini sesuai dengan suplementasi untuk koreksi
defisiensi vitamin D. Endocrine Society merekomendasikan penanganan defisiensi
vitamin D dengan pemberian 6000 U harian hingga 12 minggu (Holick et al.,
2011). Dosis optimal untuk modulasi sistem imun sayangnya belum diketahui
dengan jelas. Kedua faktor tersebut menjadi dasar penggunaan dosis bertingkat
vitamin D terhadap ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis serta hubungan
antara variabel tersebut. Hal tersebut menjadikan penelitian ini penting dalam
pemahaman mekanisme modulasi vitamin D pada endometriosis dan dasar

translasional vitamin D sebagai terapi suportif endometriosis pada manusia.

1.2 Rumusan Masalah
1. Apakah suplementasi vitamin D dengan dosis 8 1U, 16 IU dan 24 1U
menyebabkan ekspresi IL-17 lebih rendah pada lesi peritoneum mencit

model endometriosis?
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Apakah suplementasi vitamin D dosis 8 1U, 16 U dan 24 U menyebabkan
area lesi endometriosis lebih kecil pada mencit model endometriosis?
Apakah terdapat hubungan antara ekspresi 1L-17 pada lesi endometriosis
dengan luas lesi endometriosis?

Apakah ada hubungan antara tingkatan dosis vitamin D dalam ekspresi IL-

17 dan luas area lesi endometriosis?

Tujuan Penelitian
Tujuan umum

Menganalisis pengaruh vitamin D dosis bertingkat 8 1U, 16 IU dan 24 1U

terhadap ekspresi IL-17 lesi endometriosis dan luas lesi endometriosis pada

peritoneum mencit model endometriosis.

1.3.2

1.

TESIS

Tujuan kKhusus

Membuktikan suplementasi vitamin D dosis 8 1U, 16 IU dan 24 U dapat
menyebabkan ekspresi IL-17 lebih rendah pada lesi endometriosis
peritoneum pada mencit model endometriosis.

Membuktikan suplementasi vitamin D dosis 8 1U, 16 IU dan 24 U dapat
menyebabkan luas area endometriosis lebih kecil pada mencit model
endometriosis.

Menganalisis hubungan antara ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis.
Menganalisis hubungan tingkatan dosis vitamin D dengan ekspresi IL-17

dan luas area lesi endometriosis.

PENGARUH PEMBERIAN VITAMIN D... ALFI RUHAM B



IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Manfaat teoretis

1. Sebagai informasi ilmiah mekanisme vitamin D terhadap milieu imunologi
cairan peritoneum pada mencit model endometriosis terutama pada ekspresi
IL-17 lesi dan area lesi endometriosis pada mencit model endometriosis.

2. Sebagai informasi ilmiah hubungan antara ekspresi IL-17 lesi dan area lesi
endometriosis di bawah pengaruh berbagai dosis vitamin D mencit model
endometriosis.

3. Sebagai referensi ilmiah untuk penentuan dosis suplementasi vitamin D
untuk penelitian selanjutnya.

1.4.2 Manfaat praktis
Menjadi referensi atau dasar penelitian translasional pada manusia berupa

penelitian klinis suplementasi vitamin D pada endometriosis.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1  Endometriosis
2.1.1 Definisi

Endometriosis didefinisikan sebagai adanya jaringan endometrium baik
epitel kelenjar maupun stroma di luar lokasi normalnya di endometrium (Giudice
dan Kao, 2004). Inflamasi sebagai respon imun terhadap endometrium ektopik
menciptakan fenomena autoimun pada endometriosis. Perubahan kemokin dapat
secara langsung menarget sel T, monosit, dan leukosit lain (Lessey dan Young,
2019). Reaksi inflamasi semakin tinggi seiring dengan peningkatan stadium
endometriosis, ditunjukkan dengan peningkatan TNF-a (Hendarto, 2015).
Endometriosis dicirikan dengan perkembangan jaringan endometrium ektopik
yang mengalami siklus serupa dengan endometrium eutopik, mengalami inflamasi,
peluruhan dan regenerasi sepanjang siklus menstruasi (Evans et al., 2016). Lokasi-
lokasi jaringan endometrium di luar kavum uteri dapat di peritoneum panggul,
ovarium, dinding uterus, kavum douglasi, septum rektovagina, ureter, vesica
urinaria, bahkan usus, apendiks, pleura dan sebagainya (Hendarto, 2015).
2.1.2 Epidemiologi

Endometriosis secara umum diestimasikan terjadi pada 10% wanita usia
reproduksi. Prevalensi bervariasi tergantung populasi yang dipelajari, pada populasi
wanita usia subur hingga mencapai 10% dan pada perempuan dengan infertilitas
bahkan hingga 50% (Hendarto, 2015; Zondervan et al., 2020). Jumlah pastinya

tidak jelas karena adanya endometriosis yang asimptomatis, modalitas pencitraan
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memiliki sensitivitas rendah, dan diagnosis definitif memerlukan visualisasi
(Hendarto, 2015; Zondervan et al., 2020).
2.1.3 Patogenesis

Patogenesis dan patofisiologi endometriosis sangat kompleks, dengan

berbagai teori terkait dapat dilihat pada gambar 2.1.

Postulat asal endometriosis

Menstruasi Metaplasia Metastasis vaskular & limphatic
Retrograde Selomik [untuk lesi ekstrapelviks)
LESI ENDOMETRIOSIS B i
Respon inflamasi lgkal, i o .
+IL-1, IL-6,IL-8, TNF- |, Dlsreg‘t.l]efm sistem fmun ;
a, PG, Kemokin CC & aktivitas sel NK, l
cxc fagositik Makrofag, TNF-
Steroidogenesis lokal 7 kB, T IGF-1,
dan resistensi [ .
rogesteron
prog N ™ Kolokalisasi
o . N AN makrofag dgn
Estradiol sistemik \\ . . serabut saraf
.y "
h 4
Mutasi genetik yg Adhesi seluler & T VEGF, T NGF 2
mempromosikan = — proliferasi vaskulariasi (angiogenesis
ekspansi klonal dan inervasi

¥

Lesi endometriosis terbentuk

Gambar 2.1  Patogenesis dan patofisiologi Endometriosis (Zondervan et al, 2020)

Perkembangan endometriosis melibatkan interaksi proses endokrin,
imunologi, proinflamasi, dan proangiogenik. Postulasi asal jaringan endometriosis
adalah dari menstruasi retrograd, metaplasia selomik, dan metastasis limfatik dan
vaskular (Zondervan et al., 2020). Sel punca endometrium bersama sel - sel niche
, pada kondisi menstruasi retrograd, akan memicu perkembangan jaringan
endometrium ektopik (Hendarto, 2015; Evans et al., 2016). Berdasarkan teori
metaplasia selomik, endometriosis berasal dari metaplasia sel-sel yang sudah

terspesialisasi di lapisan mesotel peritoneum dan organ visera abdomen. Faktor
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biokimia dan imunologi endogen berperan menginduksi sel-sel tersebut menjadi sel
mirip endometrium.

Endometriosis merupakan penyakit yang dependen estrogen, dimana
terdapat estrogen yang tinggi dari tiga sumber, ovarium, jaringan ekstraovarium dan
lesi endometriosis (Hendarto, 2015). Wanita dengan endometriosis mungkin
memiliki kerentanan secara genetik, seperti yang diidentifikasi oleh GWAS,
maupun mengalami alterasi epigenetik (Zondervan et al, 2020). Mekanisme
hormonal yang terlibat adalah resistensi progesteron dan dominasi estrogen.
Ketidakseimbangan hormonal ini mengaktifkan faktor yang mengganggu
pensinyalan progesteron melalui jalur IHH (Indian Hedgehog). Progesteron pada
endometrium normal bekerja melalui reseptor progesteron (Progesteron Receptor /
PR) yang bergantung pada faktor transkripsi epitel GATA-2. Progesteron
menginduksi jalur IHH dan memulai kerja Chicken Ovalbumin Upstream
Promoter-Transcription Factor Il (COUP-TFII). Faktor transkripsi ini menekan
aksi inflamasi estrogen. Kondisi resistensi progesteron menyebabkan estrogen
mendominasi dan terjadi reaksi inflamasi terus menerus (Lessey and Young, 2019)

Sitokin seperti 1L-6 dan IL-17 meningkat secara sistemik maupun lokal
pada kondisi inflamasi seperti endometriosis. Peningkatan IL-6 memicu fosforilasi
dan aktivasi STAT3 yang merupakan penginduksi angiogenesis yang poten.
Mekanisme deaktivasi STAT3 dibatasi pada kondisi inflamasi. Ekpresi STAT3
berkepanjangan menyebabkan overekspresi protein onkogen BCL6. BCL6 bersama
histone deacetylase SIRT1 mengganggu ekspresi GLI1. Molekul GLI1 diketahui
berperan penting dalam jalur IHH. Respon estrogen berlebihan juga merupakan

suatu respon terhadap inflamasi. Respon ini diakibatkan antara lain adanya
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peningkatan COX2 dan prostaglandin yang menyebabkan penyimpangan ekspresi
aromatase. Penyimpangan ekspresi aromatase menyebabkan peningkatan estrogen
(Lessey dan Young, 2019).

Kondisi inflamasi dan stres oksidatif terjadi secara kronis secara sistemik
maupun lokal pada wanita dengan endometriosis. Makrofag peritoneum yang
berikatan dengan suatu protein dengan struktur seperti haptoglobin mengalami
peningkatan jumlah. Ikatan ini mengganggu kemampuan fagositik dan
meningkatan produksi sitokin Interleukin-6. Kemokin lain yang meningkat pada
cairan peritoneum lesi endometriosis adalah Macrophage Migration Inhibitory
Factor (MIF), TNF-a, IL-1B, IL-8, Regulated on Activation Normal T Expressed
and Secreted (RANTES) dan Monocyte Chemotactic Protein-1(MCP-1). Tiga
terakhir adalah kemoatraktan makrofag yang memfasilitasi rekruitmen makrofag
(Burney dan Giudice, 2012; Hendarto, 2015). Tumor Necroting Factor- « (TNF-
a) merangsang produksi prostaglandin (PG)F2-o dan PGE2. Makrofag mensekresi
enzim cyclo-oxigenase (COX)-2 yang memproduksi PGE2 pada lesi endometriosis.
Prostaglandin E2 (PGE2) selanjutnya akan mengaktivasi Steroidogenic Acute
Regulatory Protein (Star) dan aromatase sehingga terjadi peningkatan estradiol
lokal di jaringan endometriosis (Hendarto, 2015).

2.1.4 Diagnosis

Diagnosis endometriosis cukup sulit ditegakkan. Belum ada penanda
biologis (biomarker) untuk mendeteksi atau menyingkirkan endometriosis hingga
saat ini. Baku emas diagnosis tetap menggunakan visualisasi lesi dengan
pembedahan dan idealnya disertai verifikasi histologis. Lesi yang sebagian besar

berada di dalam abdomen dan berukuran kecil menyebabkan terbatasnya penanda
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biologis tersebut (Zondervan et al, 2020). Pencitraan kurang bermanfaat dalam
deteksi lesi peritoneal superfisial. Pencitraan seperti USG transvaginal atau MRI
mampu mengidentifikasi endometrioma secara sensitif dan spesifik. ESHRE
merekomendasikan klinisi untuk menggunakan USG transvaginal untuk diagnosis
atau eksklusi endometrioma ovarium. Penggunaan MRI juga tidak cost-effective
sehingga perlu kehati-hatian para klinisi (Dunselman et al., 2014; Hendarto, 2015).

Tantangan diagnostik dalam endometriosis adalah gejala yang kurang
spesifik, anggapan gejala-gejala endometriosis adalah hal yang biasa, kurangnya
kesadaran pasien terhadap gejala tersebut, dan belum ada penanda yang spesifik.
Tantangan tersebut menyebabkan keterlambatan penegakan diagnosis hingga 4
sampai 10 tahun (Dunselman et al., 2014; Zondervan, Becker dan Missmer, 2020;
Becker et al., 2022).

Klinisi sebaiknya mempertimbangkan diagnosis endometriosis pada pasien
dengan tanda dan gejala nyeri haid, nyeri panggul di luar haid, dispareuni,
infertilitas dan kelelahan yang menyertai gejala tersebut. Klinisi juga sebaiknya
mempertimbangkan adanya endometriosis pada wanita usia reproduksi dengan
keluhan non-ginekologis yang siklik seperti dischezia, disuria, hematuria,
catamenial pneumotorax, hemoptisis, perdarahan rektum, dan nyeri bahu
(Dunselman et al., 2014; Becker et al., 2022). Penggunaan aplikasi/kuesioner/jurnal
yang mencatat tanda dan gejala pasien berpotensi mengenali nyeri endometriosis
serta membantu melengkapi anamnesis konvensional dalam penegakan diagnosis
(Becker et al., 2022).

Pemeriksaan fisik direkomendasikan ESHRE pada pasien yang diduga

mengalami endometriosis. Pemeriksaan fisik berupa pemeriksaan vaginal atau
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colok dubur pada pasien remaja atau yang belum aktif secara seksual. Diagnosis
deep endometriosis dipertimbangkan pada pasien dengan indurasi yang nyeri
dan/atau nodul pada dinding rektovagina atau nodul vagina yang terlihat di fornix
posterior vagina. Klinisi dapat mempertimbangkan diagnosis Endometrioma pada
wanita dengan masa adneksa (Dunselman et al., 2014; Becker et al., 2022).
Pemeriksaan diagnostik lanjutan termasuk pencitraan sebaiknya dipertimbangkan
bila hasil pemeriksaan fisik normal pada pasien dengan keluhan mengarah ke
endometriosis (Becker et al., 2022)

Pencitraan seperti USG atau MRI sebaiknya digunakan dalam penegakan
diagnosis meski hasil negatif tidak menyingkirkan endometriosis. Rekomendasi
ESHRE terbaru menyatakan bahwa laparoskopi perlu ditawarkan pada pasien
dengan hasil pencitraan negatif atau terapi empiris tidak berhasil (Becker et al.,

2022).

2.2 Imunologi pada Patogenesis Endometriosis

Endometriosis dicirikan oleh implantasi dan pertumbuhan jaringan
endometriosis di luar kavum uterus, antara lain di rongga peritoneum. Berbagai
penelitian menunjukkan hubungan antara berbagai sel imun dan patogenesis
endometriosis (lzumi et al., 2018). Perkembangan endometriosis melibatkan
rekrutmen sel-sel imun, adesi sel, dan peningkatan proses inflamasi. Kondisi
tersebut memfasilitasi implantasi dan survival lesi endometriosis (Agostinis et al.,
2021).

Kemampuan sel endomerium ektopik untuk menginvasi membran basal

penting dalam perkembangan endometriosis. Adesi sel endometrium di lokasi
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ektopik memerlukan waktu yang relatif pendek dan didukung oleh sel mesotelia di
peritoneum pada model in vitro. Angiogenesis yang berasal dari vaskularisasi
terdekat atau inkorporasi sel prekursor endotel yang bersirkulasi di dekat lokasi
vaskularisasi juga berperan penting dalam perkembangan lesi (Burney dan Giudice,
2012; Capobianco, 2013). Jaringan ektopik endometrium ini dihubungkan dengan
pertumbuhan tidak terkontrol, invasi jaringan sekitar, defek apoptosis,
neoangiogenesis, dan respon inflamasi terus-menerus. Semua hal tersebut
menunjukkan inflamasi lingkungan peritoneal mempengaruhi perilaku sel
endometrium ektopik.
2.2.1 Makrofag dan monosit

Makrofag awalnya adalah komponen integral dari Monocyte Phagocyte
System (MPS) yang bersal dari sumsum tulang belakang. Monocyte Phagocyte
System (MPS) setelah bermigrasi ke pembuluh darah perifer akan menjadi
makrofag residen atau Antigen Presenting Cell (APC) antara lain sel dendritik.
Makrofag memiliki kemampuan memfagosit dan membuang substrat partikulat
ekstrasel seperti mikroba, sel apototik, maupun eritrosit yang sudah tua. Reseptor
Pattern Recognition Receptor (PRR) penting dalam kemampuan fagosit makrofag.
Pattern Recognition Receptor (PRR) berinteraksi dengan substrat dan mengaktivasi
kaskade sinyal dalam proses fagosit. Toll Like Receptor (TLR) merupakan salah
satu anggota PRR yang paling dikenal. Toll Like Receptor (TLR) 3, 7, 9
mengaktivasi jalur phosphoinositol-3-kinase/mammalian target of rapamycin/
p70S6 kinase 1 (PISBK/mTOR/S6K) yang selanjutnya memproduksi sitokin anti
viral dan proinflamatorik seperti interferon tipe I. Toll Like Receptor (TLR) 4, yang

ada di membran plasma, mengenali LPS dan selanjutnya mengaktivasi translokasi
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NF-kB dan rekrutmen jalur kinase. Hal ini menyebabkan produksi sitokin
inflamatorik seperti Tumor Necrosis Factor (TNF)-a dan interleukin (IL)-6, yang
penting dalam pengendalian infeksi (Capobianco, 2013).

Makrofag merupakan sel yang memiliki berbagai fungsi vital dalam tubuh
untuk imunitas, perkembangan, homeostasis dan repair jaringan setelah perlukaan.
Makrofag memodifikasi perannya tergantung pada sinyal yang diterima pada
lingkungan mikronya dan menunjukkan heterogenitas traskripsi dan fenotipik serta
fungsi yang spesisifk pada jaringan tertentu. Terdapat perbedaaan ontogenitas dan
fungsi makrofag. Makrofag residen pada jaringan dan makrofag yang berasal dari
monosit memiliki fungsi tertentu pada kondisi sehat maupun pada perkembangan
penyakit. Biasanya makrofag residen pada jaringan berperan dalam homeostasis
jaringan dan fungsi dasar seperti pembersihan sel apoptotik. Makrofag yang berasal
dari monosit direkrut oleh jaringan yang mengalami inflamasi dan menghasilkan
sitokin proinflamasi, membantu membersihkan infeksi dan meregulasi respon
imun. Berbagai penelitian menunjukkan pada kondisi sakit, kedua jenis makrofag
berada pada jaringan, dan dapat berdiferensiasi dan beradaptasi (Hogg et al., 2021).

Makrofag berperan sebagai scavenger pada cairan peritoneum normal, yang
membersihkan sel endometrium yang teregurgitasi bersama darah menstruasi.
Makrofag pada kondisi endometriosis tidak mampu melakukan pembersihan ini,
melainkan terjadi peningkatan produksi sitokin pro-inflamasi yang mendukung
perkembangan lesi endometriosis (Burney dan Giudice, 2012; Capobianco, 2013).
Penurunan kapasitas fagositosis kemungkinan diakibatkan oleh penurunan ekspresi
reseptor scavenger Cluster of differentiation 36 (CD36). Hambatan terhadap CD36

menyebabkan penurunan kapasitas fagositik makrofag dan pembentukan lesi
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endometriosis pada hewan coba. Penurunan ekspresi Annexin A2 pada makrofag
juga menurunkan kapasitas fagositik makrofag peritoneum (lzumi et al., 2018).
Jumlah makrofag meningkat dalam cairan peritoneum pasien endometriosis
maupun pada endometrium eutopik. Makrofag peritoneum pada pasien
endometriosis juga sangat teraktivasi melalui jalur nuclear factor-xf dan
menghasilkan sitokin proinflamasi seperti tumor necrosis factor-a (TNF-a), 1L-6,
dan IL-1B dengan jumlah lebih banyak. Dengan mensekresi sitokin proinflamasi
ini, makrofag menciptakan lingkungan inflamatorik yang mendukung
perkembangan lesi endometriosis (Izumi et al., 2018; Ramirez-Pavez et al., 2021).
Makrofag secara langsung mempengaruhi sel endometriotik dan
merangsang perkembangan penyakit. Kultur sel stroma endometriosis bersama
makrofag dapat meningkatkan proliferasi sel, produksi Regulated on Activation,
Normal T cell Expressed and Secreted (RANTES), Granulocyte Macrophage
Colony Stimulating Factor (GM-CSF), Interleukin 1 receptor alpha chain (IL-1-
RA), klonogenisitas, kemampuan invasi, dan aktivasi Stat3 (Izumi et al., 2018).
Makrofag mengalami polarisasi dan perubahan struktur populasi seiring
perjalanan penyakit endometriosis. Rekrutmen dan diferensiasi monosit terjadi
terus menerus. Hogg et al (2021) menyimpulkan bahwa makrofag pada
endometriosis di peritoneum memiliki ontogeni dan jenis yang berbeda. Jenis
pertama yaitu Large Peritoneal Macrophage (LPM) merupakan makrofag residen
yang menginfiltrasi lesi endometriosis. Jenis kedua yaitu makrofag residen dari
endometrium eutopik yang mengalir balik ke rongga peritoneum. Jenis ketiga yaitu
Small Peritoneal Macrophage (SPM) yang berasal dari monosit (Hogg et al.,

2021). Fenotip dan peran Makrofag menunjukkan versatilitas, dimana polarisasi ke
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arah M1 memicu dan meningkatkan respon inflamasi dan M2 merangsang
perbaikan jaringan, angiogenesis dan pertumbuhan sel. Polarisasi makrofag
peritoneum pada endometriosis cenderung ke arah tipe M2, salah satunya melalui
mekanisme survival sel endomertrium ektopik, induksi angiogenesis dan inervasi
lesi. Perubahan polarisasi makrofag ke M1 terjadi seiring perjalanan penyakit
sehingga terjadi kondisi proinflamasi yang menyebabkan maintenance lesi, adesi,
fibrosis dan angiogenesis (Ramirez-Pavez et al., 2021).

2.2.2 Neutrofil dan eusinofil

Neutrofil hanya meningkat saat fase menstruasi pada kondisi normal.
Jumlah neutrofil melebihi normal pada endometrium ektopik pasien endometriosis
dan dalam kondisi teraktivasi. Peningkatan produksi reactive oxygen species (ROS)
dan ekspresi CD11b merupakan tanda aktivasi neutrofil pada endometriosis
(Agostinis et al., 2021). Kondisi ini juga didapatkan pada cairan peritoneum pasien
endometriosis, khususnya pada stadium lanjut.

Neutrofil pada lesi endometriosis menghasilkan berbagai substansi (Izumi
et al., 2018; Agostinis et al., 2021). Neutrophil chemotactic factors antara lain
growth-regulated gene-a, interleukin (IL)-8, neutrophil-activating peptide-78, dan
human neutrophil peptides 1, 2, dan 3,4 juga meningkat. Hal ini menyebabkan
peningkatan influks neutrofil pada rongga peritoneum. Neutrofil memproduksi
sitokin proinflamasi seperti vascular endothelial growth factor (VEGF), IL-8, dan
CXCL10, yang mendukung patogenesis endometriosis. Neutrofil juga
mengekspresikan IL-17A yang menstimulasi stroma endometriosis menghasilkan

CXCL1, meningkatkan kondisi inflamasi pada lesi (Izumi et al., 2018).
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Jumlah eosinofil meningkat saat fase sekretorik dan menstruasi pada kondisi
normal, meski dalam jumlah sedikit. Eotaxin, suatu kemoatraktan eosinofil,
ditemukan dalam kadar yang melebihi normal pada endometrium eutopik maupun
ektopik pada pasien endometriosis, dan pada cairan peritoneum pada pasien
endometriosis berat (Agostinis et al., 2021).

2.2.3 Sel dendritik

Sel dendritik merupakan sel yang berasal dari monosit dengan fungsi
presentasi antigen. Sel dendritik memiliki kemampuan memproses antigen untuk
dipresentasikan ke sel T lebih besar daripada makrofag. Sel dendritik juga
mengekspresikan molekul co-stimulatory dan co-inhibitory lebih banyak dari
makrofag. Hal ini menyebabkan sel dendritik dapat menentukan aktivasi atau anergi
sistem imun. Peran sel dendritik dalam patogenesis endometriosis masih belum
banyak dipelajari. Sel dendritik pada hewan coba menginduksi pembentukan lesi
melalui peningkatan proses angiogenesis. Peningkatan jumlah sel dendritik di lesi
endometriosis maupun rongga peritoneum dijumpai meski belum pasti subset yang
dominan (lzumi et al., 2018).

2.2.4 Sel Uterine Natural Killer (UNK)

Sel Natural Killer (NK) merupakan salah satu sel imunitas non spesisifik
yang dihubungkan dengan pengendalian imunitas tumor dan infeksi mikroba. Sel
NK di darah tepi terbagi menjadi dua tipe berdasarkan penandanya. Tipe pertama
adalah CD®*"9MC D16 dengan karakter menghasilkan sitokin dengan jumlah tinggi.
Tipe kedua adalah CD®¢4MCD* yang sangat sitotoksik. Sel uterine Natural Killer
(UNK) diketahui termasuk jenis CD%6*9MCD!6™ Sel uNK meningkat jumlah saat

fase sekretorik dan mestruasi. Fluktuasi ini juga terjadi pada endometrium pasien
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endometriosis, meski terjadi penurunan aktivitas dan persentase sel uNK (Agostinis
et al., 2021). Aktivitas sitotoksik sel NK pada endometriosis juga menurun pada
darah tepi maupun cairan peritoneum. Salah satu penyebab sel endometrium
retrograde dapat bertahan di rongga peritoneum adalah akibat penurunan aktivitas
sitotoksisitas sel NK. Penyebab penurunan sitotoksisitas ini belum jelas, meski pada
beberapa penelitian menunjukkan IL-6, IL-15 dan Transforming growth factor-pg1
menekan aktivitas sitotoksi sel NK (Izumi et al., 2018).
2.2.5 Sel mast

Peningkatan jumlah sel Mast biasanya didapatkan pada jaringan
endometrium normal saat menstruasi. Kondisi ini disebabkan oleh peran sel mast
dalam angiogenesis dan regenerasi jaringan. Sel Mast yang terdegranulasi dalam
jumlah besar dijumpai pada lesi endometriosis. Sel Mast meningkatkan produksi
mediator proinflamasi, khususnya triptase. Sel Mast juga sangat teraktivasi dan
terdegranulasi pada deep endometriosis dan terdapat kaitan histologis dengan saraf.
Sel mast diperkirakan berperan dalam terjadinya nyeri dan hiperalgesia melalui
efek terhadap ujung saraf. Secara histologis, terlihat sebukan sel mast di stroma lesi
endometriosis. Sel ini ini menunjukkan degranulasi dan granul-granul yang tersebar
di sekitar sel. Adanya sel mast berkaitan kuat dengan adesi dan fibrosis lesi
(Agostinis et al., 2021).
2.2.6 Limfosit

Sel T CD4+ berdiferensiasi menjadi sel T-helper dan menginduksi respon
imun tertentu. Secara klasik sel T helper terdiri dari dua subset, sel Thl yang
mensekresikan IFN y dan Th2 yang mensekresikan IL-4. Baru-baru ini, sel Th17

diidentifikasi sebagai subset baru sel T-helper. Subset sel T dan sifatnya terangkum
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di tabel 2.1 (Abbas et al., 2018). Diferensiasi berbagai subset sel T memiliki fitur

penting yaitu:

1. Sitokin yang menyebabkan diferensiasi sel T diproduksi oleh APC
(utamanya sel dendritik dan makrofag) dan sel imun lain (misalnya sel NK
dan sel Mast) yang ada pada organ limfoid tempat respon imun dimulai
(Abbas et al., 2018).

2. Stimulus selain sitokin juga berpotensi mempengaruhi pola diferensiasi sel
T-Helper. Stimulus ini antara lain afinitas reseptor sel T terhadap antigen,
jumlah antigen dan sifat APC.

3. Profil sitokin yang dihasilkan oleh subset-subset sel Th dikendalikan oleh
faktor transkripsi tertentu yang mengaktifkan ekspresi gen sitokin dan
modifikasi kromatin yang mempengaruhi kemampuan faktor ini mengakses
elemen promoter dan regulator gen.

4. Setiap subset menghasilkan sitokin yang merangsang pertumbuhannya
sendiri dan dapat menekan perkembangan subset lain.

Tabel 2.1  Berbagai subset sel T dan sifat-sifatnya (Abbas et al., 2018)

Subset Sitokin  Sel target Reaksi imun utama Peran dalam penyakit
utama
Thl IFN-y  Makrofag Aktifasi makrofag Penyakit autoimun;
inflamasi kronik

Th2 IL-4 Eosinofil  Aktivasi eosinofil dan Alergi
IL-5 sel mast
IL-13 Aktivasi makrofag

jalur alternatif

Thi7 1-17 Neutrofil ~ Rekrutmen dan Penyakit autoimun
IL-22 aktivasi neutrofil Inflamasi

Tth IL-21 SelB Produksi antibodi Penyakit autoimun
(IFN-y fautoantibodi
dan IL-
4)
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Diferensiasi sel Thl utamanya terjadi karena sitokin IFN-y dan IL-12
sebagai respon terhadap sel dendritik, makrofag dan sel NK. IFN-y dan IL-12
menginduksi dan mengaktivasi faktor transkripsi T-bet, STAT1 dan STATA4.
Fungsi utama sel Thl adalah mengaktivasi makrofag untuk mampu melakukan
fagosit. Sel Thl juga menghasilkan TNF dan kemokin lain yang berkontribusi
dalam rekrutmen leukosit dan meningkatkan inflamasi (Abbas et al., 2018).

Subset Th2 adalah mediator pertahanan yang tidak tergantung proses
fagositosis. Tipe pertahanan tubuh ini melibatkan peran sel mast dan eosinofil
berperan penting. Sitokin IL-4 menstimulasi diferensiasi dengan mengaktifkan
faktor transkripsi STAT6. Faktor transkripsi STAT6 bersama sinyal reseptor sel T
menginduksi ekspresi GATA-3. GATA-3 adalah faktor transkripsi yang
menstimulasi gen sitokin IL-4, IL-5 dan IL-13 yang terletak pada lokus gen yang
sama. Sel Th2 menstimulasi IgE, sel mast dan reaksi yang dimediasi eosinofil dan
berperan memperbaiki jaringan dengan cara pengaktifan makrofag melalui jalur
alternatif (Abbas et al., 2018).

Subset sel Th17 utamanya terlibat dalam rekrutmen neutrofil dan monosit
ke lokasi infeksi dan inflamasi. Subset Th1l7 merupakan sel T-helper yang
menghasilkan sitokin IL-17 dan IL-22. Subset ini utamanya terlibat dalam
rekrutmen neutrofil serta monosit ke lokasi infeksi dan inflamasi. Perkembangan
sel Th17 distimulasi oleh sitokin proinflamasi sebagai respon infeksi bakteri dan
jamur atau inflamasi. Berbagai patogen bekerja pada sel dendritik dan menstimulasi
sitokin antara lain 1L-6, IL-1 dan IL-23. Sitokin-sitokin ini merangsang diferensiasi

sel CD4+ menjadi sel Th17. Interleukin-1 (IL-1) dan IL-6 yang dihasilkan oleh sel-
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sel APC dan TGF-  mengaktivasi faktor transkripsi RORyt dan STAT3 (Abbas et

al., 2018).

Mekanisme sel Th dalam patogenesis endometriosis dapat dijelaskan

melalui beberapa hal sebagai berikut:

1.

TESIS

Ketidakseimbangan Thl dan Th2 pada endometriosis. Th2 menyebabkan
polarisasi makrofag M2, dan dikaitkan dengan perkembangan lesi
endometriosis. Penelitian tentang kadar sitokin di peritoneum menunjukkan
peningkatan IL-10, penurunan IFN vy, dan peningkatan rasio IL-4/ IFN vy.
Sekresi sitokin oleh sel T peritoneum didominasi oleh sel Th2, dan terjadi
penurunan jumlah sel Thl. Sitokin yang dihasilkan oleh sel Th2 seperti IL-
4 dan IL-10 berkontribusi pada pertumbuhan lesi endometriosis (Izumi et
al., 2018).

T-regulator dan Th17

Jumlah sel Th17 di lesi endometriosis lebih tinggi dibandingkan pada
endometrium normal dan dikaitkan dengan peningkatan derajat keparahan
penyakit. 11-17A juga memperberat kondisi inflamasi dan meningkatkan
proliferasi sel endometriotik. Riset lanjutan masih diperlukan untuk lebih
memperjelas peran Th17 pada perkembangan penyakit (Izumi et al., 2018).
Sel T-regulator (Treg) merupakan subset T-helper lain dan diketahui
berfungsi dalam menjaga kondisi imunotoleransi. Berbagai studi
menunjukkan peringkat Treg pada rongga peritoneal pasien endometriosis.
Pada hewan coba, hambatan atas diferensiasi sel Treg menurunkan jumlah

dan berat lesi endometriosis. Temuan ini menunjukkan peran sel Treg pada
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perkembangan endometriosis meski belum jelas mekanismenya dan potensi
terapi targetnya (Izumi et al., 2018).

3. T sitotoksik
Populasi sel T sitotoksik dan rasio CD8/CD4 meningkat pada cairan
peritoneum pasien endometriosis. Penelitian terkini menunjukkan bukti

disregulasi sel T sitotoksik pada pasien endometriosis (Izumi et al., 2018).

2.3 Interleukin-17 pada Endometriosis

Sel T CD4+ merupakan salah satu subset sel T. Sel ini disebut juga sel T
helper karena mengatur fungsi sel imun lainnya. Perannya dalam sistem imunitas
antara lain eliminasi patogen , proses toleransi imun dan produksi sitokin yang
mengaktivasi sel imun pada lingkungan mikro. Sel T berkembang dari sel
progenitor di timus. Sel T selama proses perkembangan ini mengekspresikan
reseptor antigen (T cell Receptor/TCR) dan sebagian besar berdiferensiasi menjadi
sel T CD4+ atau sel T CD8+. Sel T CD8+ setelah proses maturasi, bersirkulasi di
seluruh tubuh dan memperoleh fungsi sitotoksik. Sel-sel ini berkontribusi pada
homeostasis imunologi dengan cara membunuh sel yang telah terinfeksi virus
maupun sel kanker. Sel T CD4+ merupakan sel T helper yang menunjukkan fungsi
regulasi. Dahulu sel T-helper terbagi atas dua subset, sel T-helper 1 (Th1) dan sel
T-helper 2 (Th2). Sel Thl berdiferensiasi dibawah pengaruh IL-12 dan
memproduksi utamanya interferon-y (IFN-y). IFN- y mengaktivasi makrofag,
mendorong eliminasi patogen intraseluler. Sel Th2 berdiferensiasi dibawah
pengaruh IL-4 dan mempengaruhi sel B melalui IL-4. Subset Sel T-helper lain

diidentifikasi baru-baru ini, salah satunya adalah sel Th17 (Abbas et al., 2018). Sel
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Th17 menghasilkan sitokin Interleukin-17 (IL-17) yang berkontribusi pada reaksi
inflamasi dan gangguan imunitas kronik antara lain pada penyakit autoimun. Sel
Th17 diketahui berkontribusi pada patogenesis berbagai penyakit inflamasi kronik.
Beberapa jenis obat yang menghambat diferensiasi atau fungsi sel Th17 telah
disetujui untuk penatalaksanaan penyakit seperti psoriasis (Kuwabara et al., 2017).

Interleukinl7 (IL-17) merupakan suatu sitokin yang penting dalam imunitas
terhadap patogen ekstraseluler dan proses pembersihan patogen intraselular.
Sitokin ini diperkirakan termasuk keluarga protein cytotoxic T-lymphocyte-
associated (CTLA)-8. Penghasil utama sitokin ini adalah Thl7. Interleukin-17
terdiri dari 6 molekul homolog dinamakan IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D, IL-
17E dan IL-17F. Reseptor IL-17 (IL-17R) terdiri dari lima anggota (IL-17Ra, IL-
17RB, IL-17RC, IL-17RD, dan IL-17RE) dengan sekuen yang homolog. Semua
reseptor ini memiliki domain menyerupai fibronectin-111 ekstraseluler dan domain
SEF/IL-17 intraseluler. Interleukin-17A dan interleukin-17F dapat menginduksi
ekspresi gen baik berdiri sendiri maupun sinergi dengan TNF-a IL-6, G-CSF, IL-1,
CXCL1, CCL20, dan matrix metalloprotease. Sitokin ini juga mengatur gen pro-
inflamasi melalui aktivasi jalur NF-kB, MAPK, dan C/EBP. Kemampuan
mengubah ekspresi gen dan menstabilkan mRNA juga dimiliki oleh 11-17
(Kuwabara et al., 2017).

Interleukin-17 merupakan mata rantai penting yang menghubungkan
imunitas adaptif yang diperantarai sel T dengan respon inflamasi akut. Peran IL-17
antara lain merangsang inflamasi dengan cara rekrutmen neutrofil dan monosit,

meningkatkan produksi G-CSF dan ekpresi reseptornya (Abbas et al., 2018).
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Sel Th17 dan IL-17 dikaitkan dengan berbagai kelainan autoimun seperti
rheumatoid arthritis, proriasis, multiple sclerosis, dan systemic lupus eritematosus.
Sel Th17 dan IL-17 juga berperan dalam gangguan inflamasi kronik, salah satunya
pada endometriosis (Kuwabara et al., 2017; Miller et al., 2020). Jumlah sel Th17
meningkat pada jaringan endometriosis, begitu pula kadar IL-17 pada plasma dan
cairan peritoneum pasien endometriosis. Faktor kemotaktik yang dihasilkan oleh
IL-17 antara lain granulocyte colony stimulating factor (G-CSF), C-X-C motif
chemokine ligand 12 (CXCL12), CXCL1 dan CX3CL1 (Ahn et al., 2015).
Polarisasi Small Peritoneal Macrophage (SPM) ke fenotip M2 yang patogenik
pada lesi endometriosis terjadi di bawah pengaruh IL-17. Diagramatik rekrutmen
dan induksi polarisasi makrofag oleh IL-17 terlihat pada gambar 2.2 (Miller et al.,
2020). Sitokin I1L-17 juga merangsang sitokin proinflamasi seperti IL-6, 1L-8 dan
IL-18 (Ahn et al., 2015). Efek proliferatif IL-17 bersama IL-8 pada sel
endometrium ektopik menyebabkan pertumbuhan lesi endometriosis (Hirata et al.,

2008).
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Gambar 2. 2 Pengaruh IL-17 pada polarisasi Makrofag endometriosis (Miller et
al., 2020)

24  Vitamin D

Vitamin D adalah turunan steroid yang larut air, dengan fungsi klasik
penting dalam pengaturan homeostasis kalsium dan metabolisme tulang melalui
kerjanya di intestinal, tulang, ginjal dan kelenjar paratiroid (Prietl et al., 2013; Liu
et al., 2018). Bentuk utama vitamin D (25(OH)D) pada manusia adalah vitamin D3
atau kolekalsiferol. Vitamin D meningkatkan penyerapan kalsium dan fosfat pada
intestinal, stimusi diferensiasi osteoklas dan reabsorpsi kalsium dari tulang serta
mineralisasi matriks tulang. Defisiensi vitamin D juga dikaitkan dengan berbagai
penyakit kardiovaskular, berbagai jenis kanker dan kelainan autoimun seperti DM

tipe I, Multiple Sclerosis (MS), dan Inflammatroy Bowel Disease (IBD). Sel-sel
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imun mengekspresikan reseptor vitamin D (VDR) dan enzim pengaktif vitamin D
(enzim 1-1-a-hydroxylase / CYP27B1) sehingga diperkirakan vitamin D memiliki
fungsi imunomodulasi (Prietl et al., 2013).

2.4.1 Sumber vitamin D

Vitamin D dapat berasal dari produksi endogen oleh tubuh manusia dan
secara eksogen dari diet atau suplemen. Sintesis vitamin D endogen pada manusia
terjadi di kulit setelah paparan UVB, sehingga sangat berkaitan dengan kondisi
geografis. Produksi endogen saja tidak mencukupi kadar plasma optimal vitamin D
Pada kondisi tertentu. Faktor seperti genetik, usia, pigmentasi kulit dan kebiasaan
penggunaan tabir surya atau jenis baju juga mempengaruhi sintesis vitamin D
endogen (Prietl et al., 2013; Liu et al., 2018)

Sumber vitamin D eksogen dapat berasal dari makanan atau suplemen.
Sumber makanan kaya Vitamin D tidak banyak antara lain salmon, makarel, sarden,
minyak ikan kod atau beberapa jenis jamur seperti Shiitake. Sumber makanan ini
mengandung kolekalsiferol (vitamin D3) atau ergokalsiferol (vitamin D2) (Prietl et
al., 2013; Bikle, 2014). Kolekalsiferol merupakan bentuk vitamin D yang berasal
dari hewan sedangkan ergokalsiferol dari tumbuhan. Ergokalsiferol terjadi saat
ergosterol pada jamur teradiasi oleh sinar UV B. Kedua bentuk ini memiliki struktur
yang serupa dan menjalani metabolisme yang sama.

Faktor endogen yang membatasi sintesis dan kurang asupan diet kaya
vitamin D rentan menyebabkan defisiensi. Beberapa negara mengambil kebijakan
pencegahan defisiensi vitamin D dengan cara memperkaya beberapa produk
makanan seperti susu dengan vitamin D (Bikle, 2014). Endocrine Society

merekomendasikan suplementasi harian sesuai usia dan kondisi klinis karena
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lazimnya defisiensi vitamin D di berbagai kelompok umur (Holick et al., 2011).
Kadar vitamin D seseorang dengan demikian tergantung pada paparan sinar
matahari, pola makan dan kebijakan fortifikasi makanan, serta pola suplementasi
vitamin D.

2.4.2  Absorpsi, metabolisme dan mekanisme kerja vitamin D

Vitamin D dapat disintesis secara endogen oleh tubuh. Proses sintesis
endogen diawali dari oksidasi kolesterol yang bersumber dari makanan di epitel
saluran cerna menjadi 7-dehydrocholesterol (7-DHC) atau pro-vitamin D3. Pro-
vitamin D3 atau 7-dehydrocholesterol yang berada di sirkulasi selanjutnya
ditransportasi ke kulit. Pro-vitamin D3 yang berada di epidermis ketika terpapar
UVB terisomerisasi menjadi pre-vitamin D3 atau kolekalsiferol. (Colonese et al.,
2015).

Tubuh juga bisa mendapatkan vitamin D secara eksogen dari diet atau
suplemen. Vitamin D yang berasal dari diet atau suplemen oral, baik kolekalsiferol
maupun ergokalsiferol, diserap dengan cepat di saluran cerna. Setelah pemberian
oral, kadar plasma meningkat paling tinggi sekitar 24 jam setelahnya. Kadar
vitamin D dalam 7 hingga 14 hari meningkat perlahan dan stabil dalam tubuh.
Kadar ini tergantung dosis suplementasi atau diet seseorang (Silva dan Furlanetto,
2018).

Penyerapan vitamin D pada saluran cerna merupakan mekanisme
kompleks dengan melibatkan protein pembawa pada membran sel. Transfer vitamin
D ke sitosol terjadi dengan bantuan protein pengikat tertentu. Berbagai kondisi
mempengaruhi tingkat penyerapan vitamin D. Penyerapan vitamin D di saluran

cerna lebih baik apabila bersama makanan yang mengandung lemak. Vitamin D
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tetap dapat diserap walau diberikan bersama makanan tidak berlemak, vehikulum
berbahan dasar bukan inyak, atau saat puasa. Penyerapan dapat terganggu bila
terjadi gangguan penyerapan lemak pada saluran cerna (Silva dan Furlanetto,
2018). Penyerapan vitamin D lebih besar pada kondisi defisiensi vitamin D. Silva
dan Furlanetto (2018) juga menyimpulkan dari berbagai penelitian bahwa asam
lemak rantai panjang mengganggu penyerapan vitamin D melalui kompetisi pada
ikatan protein pembawa ke sitosol.

Mayoritas vitamin D (25(OH)D) di sirkulasi terikat dengan vitamin D
binding protein (VDBP). VDBP berperan penting dalam pengaturan konsentrasi
vitamin D bebas dan terikat. Albumin juga merupakan protein pembawa vitamin D
tetapi dengan afinitas yang lebih rendah. Vitamin D secara fisiologis hanya aktif
dalam bentuk yang tidak terikat, tetapi status vitamin D seseorang ditentukan dari
kadar 25(OH)D total. Hal ini disebabkan karena vitamin D bebas hanya sebesar
0,1% dari total vitamin D dalam sirkulasi (Baek et al., 2019).

Kolekalsiferol endogen atau dari diet dan suplementasi dimetabolisme
menjadi dua substrat yang berbeda yaitu calcidiol 25(OH)D3 (calcidiol) dan
1,25(0OH)D3 (calcitriol) (Colonese et al., 2015). Terdapat tiga tahapan utama
metabolisme vitamin D yaitu 25-hidroksilasi, 1-a-hidroksilasi, dan 24-hidroksilasi.
Enzim yang terlibat terletak di retikulum endoplasma atau mitokondria sel (Bikle,
2014). Berbagai enzim hidroksilase ini termasuk keluarga protein yang dikenal
sebagai cytochrome P450 mixed function monooxidases (Colonese et al., 2015).
Langkah pertama yaitu 25-hidroksilasi terjadi di Liver. Liver merupakan lokasi
utama produksi 25(OH)D dari vitamin D. Berbagai enzim diketahui terlibat dalam

proses 25-hidroksilasi antara lain CYP2R1 sebagai enzim utama, CYP27A1 dan
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CYP3A4 (Bikle, 2014). Tahap selanjutnya yaitu 1-a-hidroksilasi terjadi karena
aktivitas enzim CYP27B1. Ginjal merupakan sumber utama 1,25(OH).D, meski
berbagai sel di jaringan lain juga memiliki ekspresi enzim CYP27B1 antara lain
kelenjar paratiroid, payudara, ovarium, dan sel-sel sistem imun (Bikle, 2014;
Colonese et al., 2015). Aktivitas 1-a-hidroksilase di ginjal diatur oleh hormon
paratiroid, fibroblast growth factor 23 (FGF23) dan 1,25(OH).D (Bikle, 2014).
Proses 24-hidroksilasi terjadi akibat aktivitas 24-hidroksilase (CYP24A1). Jalur ini
menginaktifkan metabolit aktif dan menghasilkan asam kalsitroat yang tidak aktif.
Fungsi primer enzim ini adalah mencegah akumulasi toksik 1,25(0OH)2D dan
25(0OH)D (Bikle, 2014). Metabolisme secara diagram dapat dilihat pada gambar 2.3

di bawah ini (Liu et al., 2016).

uv Diet

N\ /

Vitamin D

CYP2R1
’ | crp27a1

25(OH)D

¢ 1cvpz781

1,25(0H),D,
l’ s Sitoplasma

............ [ 1,25(0H),0,
* Nukleus

l Ekspresi gen yang responsif terhadap Vitamin D
C—
VDRE

Gambar 2. 3  Biosintesa dan metabolisme vitamin D. (adaptasi dari Liu et al.,
2018)
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Mekanisme kerja vitamin D secara genomik dimediasi oleh reseptor
vitamin D (R-VD). Reseptor ini merupakan final common pathway kerja vitamin D
pada jaringan. Reseptor vitamin D tersebar pada berbagai jaringan. Distribusi
reseptor vitamin D ini menunjukkan potensi aksi fisiologisnya pada jaringan
tersebut(Colonese et al., 2015). Reseptor Vitamin D termasuk dalam jenis faktor
transkripsi dan anggota kelompok reseptor inti sel untuk hormon steroid dan dikode
oleh sekelompok gen pada kromosom 12q12-14 (Bikle, 2014; Colonese et al.,
2015).

Reseptor vitamin D terdiri dari tiga domain yaitu ujung N yang berikatan
dengan lekukan DNA pada lokasi tertentu yaitu Vitamin D Response Element
(VDRE), ujung C yang berikatan dengan ligan, dan area yang menghubungkan
kedua ujung ini (Bikle, 2014). Ujung reseptor bekerja sebagai gerbang yang
menyelubungi ligan dan memfasilitasi interaksi dengan pasangan heterodimer
misalnya Retinoid X Receptor (RXR). Ikatan R VD dengan VDRE merekrut
kompleks koregulator yang diperlukan dalam aktivitas genomik sel (Bikle, 2014).
Kompleks ini spesifik terhadap gen dan sel, sehingga efek vitamin D selektif bagi
tiap sel. Vitamin D Response Element (VDRE) telah teridentifikasi pada berbagai
gen yang mengatur aktivitas antara lain pertumbuhan sel, diferensiasi, apoptosis,
dan invasi sel (Bikle, 2014; Colonese et al., 2015). Vitamin D juga menunjukkan
efek non-genomik seperti stimulasi transpor kalsium pada usus secara cepat (Bikle,
2014).

2.43  Defisiensi vitamin D
Status vitamin D dihitung berdasarkan kadar serum 25(OH)D berdasarkan

rekomendasi Endocrine Society. Defisiensi vitamin D adalah bila kadar 25(OH)D
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dibawah 20 ng/ml (50 nmol/liter) dan insufisiensi bila kadarnya 21-29 ng/ml
(Holick et al., 2011). Berbagai data prevalensi defisiensi vitamin D pada wanita
usia reproduktif di negara- negara Eropa, Amerika, dan Asia (Malaysia, Singapura,
Thailand, Vietnam, India, Jepang dan Hongkong) bervariasi dari 42%-90%
(Oemardi et al., 2007). Setiati dkk meneliti status vitamin D pada wanita lanjut usia
menunjukkan 35.1% mengalami defisiensi vitamin D (Setiati, 2008). Selain itu,
hasil penelitian kolaborasi Malaysia dan Indonesia yang dilakukan di Kuala
Lumpur dan Jakarta menemukan peserta mempunyai rata-rata konsentrasi serum
25(0OH)D sebesar 48 nmol/L sedangkan defisiensi vitamin ini di Indonesia sebesar
63%. Defisiensi vitamin D dapat mengakibatkan kelainan tulang dan meningkatkan
risiko dari berbagai penyakit kronis termasuk pada kondisi organ non-skeletal yaitu
dapat meningkatkan terjadinya risiko diabetes melitus tipe 2, gangguan
kardiovaskular yang disebabkan hipertensi, obesitas dan gangguan profil lipid,
kanker, infeksi dan ganguan autoimun.(Marcinowska-Suchowierska et al., 2018)
2.4.4  Dosis dan toksisitas vitamin D

Endocrine Society merekomendasikan asupan vitamin D untuk dewasa
usia 19-50 tahun adalah minimal 600 IU tiap hari untuk optimalisasi kesehtan
tulang dan fungsi otot, tetapi dosis yang diperlukan untuk modulasi imunitas masih
belum jelas. Rekomendasi dosis untuk mengatasi desisiensi vitamin D adalah 6.000
IU vitamin D3 tiap hari atau 50.000 U sekali seminggu, selama 12 minggu hingga
kadar serum vitamin D mencapai 30ng/ml. Dosis ini dilanjutkan dengan 1500-2000
IU vitamin D tiap hari untuk maintenance (Holick et al., 2011).

Toksisitas atau hipervitaminosis vitamin D merupakan kondisi klinis yang

dicirikan dengan hiperkalsemia berat untuk jangka waktu lama, yang menyebabkan
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terjadinya gangguan kesehatan. Toksisitas tersebut dapat dibagi menjadi toksisitas
eksogen dan endogen. Toksisitas eksogen didefinisikan sebagai toksisitas akibat
kelebihan asupan vitamin D atau analognya. Toksisitas endogen didefinisikan
toksisitas akibat hipersensitivitas pada jalur sintesa atau metabolisme vitamin D
(Marcinowska-Suchowierska et al., 2018).

Toksisitas eksogen biasanya terjadi akibat suplementasi vitamin D dengan
dosis sangat besar dalam jangka waktu lama. Paparan sinar matahari dalam jumlah
besar atau diet yang beragam tidak menyebabkan toksisitas. Toksisitas merupakan
kondisi dimana kadar vitamin D darah lebih dari 150 ng/ml disertai dengan
hiperkalsemia berat, hiperkalsiuria, dan aktivitas PTH sangat rendah.
(Marcinowska-Suchowierska et al., 2018)

Institute of medicine (IOM) dan Endocrine Society sebagaimana
dituliskan oleh Marcinowska-Suchowierska et al menyimpulkan hipervitaminosis
akut vitamin D sangat jarang terjadi. Vitamin D juga merupakan vitamin larut
lemak kurang toksik dibandingkan dengan vitamin lainnya. Berbagai penelitian
seperti direview oleh Marcinowska-Suchowierska et al menunjukkan konsumsi
vitamin D sebesar 3000 hingga 20000 IU tiap hari dalam jangka panjang dapat
meningkatkan kadar vitamin D darah hingga 60 ng/ml tanpa bukti
toksisitas.(Marcinowska-Suchowierska et al., 2018)

Manifestasi klinis hipervitaminosis berhubungan dengan kondisi
hiperkalsemia, termasuk manifesteasi neuropsikiatrik seperti gangguan konsentrasi,
bingung, apatis, depresi, mengantuk, psikosis dan stupor hingga koma. Manifestasi
saluran cerna termasuk muntah, nyeri abdomen, anoreksia konstipasi, dan

pankreatitis. Hipertensi, gangguan kelistrikan jantung dan bradiaritmia merupakan
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manifestasi kardiovaskular. Gangguan ginjal yang dapat terjadi adalah
hiperkalsiuria, poliuria, polidipsia, dehidrasi, nefrokalsinosis, dan gagal ginjal.
Kalsinosis periartikular disertai nyeri, hilangnya pendengaran dan keratopati juga
dapat terjadi pada hipervitaminosis.(Marcinowska-Suchowierska et al., 2018)
2.4.5  Vitamin D dan sistem imun

Terkait dengan pengaruh vitamin D sebagai suatu imunomodulator,
berbagai studi menunjukkan bukti tersebut. Vitamin D dapat meningkatkan efek
antimikrobial makrofag dan monosit terhadap patogen. Selain meningkatkan
kemotaksis dan kemampuan fagositik sel imun non spesifik, kompleks kalsitriol,
VDR dan reseptor retinoid X secara langsung mengaktivasi transkripsi peptida
antimikrobia seperti defensin B2 (DEFB) dan cathelicidin antimicrobial peptide
(hCAP18). Secara detil monosit yang terpapar patogen seperti M. tuberculosa,
menunjukkan induksi kuat /a-hydroxylase CYP27B1 dan reseptor vitamin D,
menyebabkan modulasi langsung ekspresi gen, merangsang produksi cathecilidin.
Cathecilidin manusia meningkat sebagai respon infeksi bakteri, virus dan jamur
(Prietl et al., 2013). Monosit dan sel AC lain merupakan target penting dalam
modulasi sistem imun oleh vitamin D. APC bertanggung jawab memulai respon
adaptif karena APC mempresentasikan antigen ke sel T dan sel B. Berbagai
penelitian menunjukkan kalsitriol dan analognya dapat mempengaruhi fungsi dan
morfologi DC untuk menginduksi kondisi imatur yang lebih imunotoleran. DC
imatur dicirikan dengan penurunan level MHC kelas Il dan ekspresi molekul
kostimulator seperti CD40, CD80, dan CD86. Hal ini meneyebabkan penurunan
antigen yang dipresentasikan diikuti dengan penurunan sekresi IL-12 dan

peningkatan IL-1. Kalsitriol juga menghambat sitokin sel T antara lain IL-2 dan IL-
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17 dan TLR pada manusia. Suplementasi dosis tinggi pada manusia menurunkan
sitokin proinflamasi IL-6 secara signifikan. Sangat dimungkinkan kombinasi efek
ini menyebabkan induksi sel T-regulator yang penting dalam pengendalian respon
imun dan perkembangan autoreaktifitas (Liu et al., 2018).

Pada sistem imun adaptif, Sel T dan sel B mengekspresikan VDR dan
enzim aktivator vitamin D. Ekspresi ini pada kondisi resting sangat rendah, tetapi
meningkat secara signifikan bila terjadi aktivasi dan proliferasi. Pada kondisi ini,
sel T dan sel B melakukan peningkatan regulasi ekspresi VDR hingga pada 500 gen
responsif vitamin D yang mempengaruhi diferensiasi dan proliferasi sel-sel
tersebut. Pada sel B, efek antiproliferasi kalsitriol seperti inhibisi diferensiasi,
proliferasi, inisiasi apoptosis dan penurunan produksi imunoglobulin awalnya
diperkirakan dimediasi hanya oleh sel T-Helper. Namun, penelitian terbaru
menunjukkan efek vitamin D pada homeostasis, antara lain inhibisi pembentukan
sel memori dan sel plasma serta rangsangan apoptosis sel B yang menghasilkan
imunoglobulin. Pengendalian aktivasi dan proliferasi sel B mungkin secara klinis
penting pada kelainan autoimun, karena sel B menghasilkan antibodi autoreaktif
yang berperan penting pada patofisiologi autoimun (Prietl et al., 2013).

2.4.6  Vitamin D dan sistem reproduksi perempuan

Enzim yang memetabolisme vitamin D dan reseptor vitamin D didapatkan
di organ reproduksi perempuan. Pagliardini dkk melakukan penelitian potong
lintang pada perempuan dengan infertilitas yang menjalani proses teknologi
reproduksi berbantu. Hasil penelitiannya menunjukkan kadar serum vitamin D

berbanding terbalik dengan indeks masa tubuh. Defisiensi vitamin D juga dikaitkan
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dengan komplikasi kehamilan yang lebih berat pada kasus tersebut (Pagliardini et
al., 2015).

Vitamin D mempengaruhi steroidogenesis estradiol dan progesteron pada
wanita sehat (Kinuta et al., 2000; Lerchbaum dan Obermayer-Pietsch, 2012). Hong
et.al (2017) meneliti pengaruh vitamin D terhadap biosintesis estrogen pada kultur
sel granulosa babi. Vitamin D dosis 100 nM pada penelitian tersebut meningkatkan
produksi estrogen, kemungkinan melalui pengaturan peningkatan ekspresi enzim
steroidogenesis seperti CYP17A1 dan CYP19A1 (Hong et al., 2017). Vitamin D
menstimulasi produksi progesteron hingga 13%, produksi estradiol hingga 9%, dan
produksi estron hingga 21% pada jaringan ovarium. Ekspresi hormon HCG pada
sinsitiotrofoblas dan ekspresi HOXA10 pada sel stroma endometrium salah satunya
diatur oleh vitamin D. HOXAL10 penting dalam perkembangan uterus dan
reseptivitas endometrium (Lerchbaum dan Obermayer-Pietsch, 2012).

2.4.7  Vitamin D dan endometriosis

Endometriosis merupakan suatu kondisi dimana terjadi disregulasi sistem
imun dan respon inflamasi kronik. Endometriosis memenuhi kriteia penyakit
autoimun, termasuk peningkatan risiko dengan penyakit autoimun lain, familial,
disfungsi sel imun, serta kemungkinan kerentanan genetik. Gangguan sistem imun
dalam mengenali dan membersihkan sel endometrium di lokasi ektopik juga
berperan penting dalam patogenesis endometriosis. Gangguan keseimbangan
sistem imun ini menyebabkan logis bila penyakit ini dikaitkan dengan vitamin D
sebagai senyawa dengan aktivitas antiinflamasi, antiproliferasi dan imunomodulasi

(Colonese et al., 2015).
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Berbagai bukti keterkaitan vitamin D dengan endometriosis telah
didapatkan hingga saat ini. Kadar serum 25(OH)D secara signifikan lebih rendah
pada pasien dengan endometriosis dan berkorelasi dengan derajat penyakit serta
area lesi (Miyashita et al., 2016; Ciavattini et al., 2017). Meta analisis
menunjukkan bahwa wanita dengan endometriosis memiliki status vitamin D lebih
rendah dari normal. Derajat keparahan endometriosis memiliki hubungan negatif
dengan kadar vitamin D. Meta analisis tersebut juga menyimpulkan bahwa
hipovitaminosis vitamin D merupakan faktor risiko potensial terjadinya
endometriosis (Qiu, Yuan dan Wang, 2020).

Sel imun teraktivasi pada endometriosis seperti makrofag, sel dendritik
dan limfosit CD4+ dan CD8+ mensintesa enzim yang diperlukan untuk 2 langkah
hidroksilasi vitamin D3, serta mengekspresikan reseptor VD. Sel-sel stroma
endometrium naik eutopik maupun ektopik mengekspresikan enzim 1 alfa
hidroksilase dan VDR, sehingga mampu menjadi lokasi sintesa kalsitriol ekstra
renal dan sekaligus sel target (Soave et al., 2018; Giampaolino et al., 2019).

Vitamin D juga diketahui dapat mempengaruhi berbagai sitokin. Sitokin
diketahui  berperan penting dalam patogenesis endometriosis. Vitamin D
dilaporkan dapat menghambat produksi IL-2, 1L-12, TNF-o dan interferon pada
endometriosis, serta menurunkan fungsi Thl. Vitamin D dapat menekan ekspresi
cyclooxygenase 2 (COX2) di endometrium, sehingga menurunkan kadar 1L-6, TNF
dan PG (Delbandi et al., 2016; Miyashita et al., 2016; Soave et al., 2018;
Giampaolino et al., 2019). Hasil serupa didapatkan oleh Akyol et al dimana vitamin
D dapat menurunkan IL-6 secara signifikan, meski IL-8, TNF-a dan VEGF tidak

turun bermakna (Akyol et al., 2016).
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Vitamin D memperlihatkan efek anti mitogenik pada sel endometrium
ektopik. Miyashita dkk menunjukkan bukti vitamin D menghambat aktivasi nf-
kB, menurunkan jumlah dan sintesis DNA sel endometrium ektopik (Miyashita et
al., 2016). Vitamin D juga dapat mengurangi luas area endometriosis. Berbagai
mekanisme pengurangan area endometriosis dihubungkan dengan vitamin D.
Hambatan ekspresi gen VEGF-A, ekspresi VEGF dan MMP-9 pada stroma
endometrium ektopik terjadi pada pemberian vitamin D sehingga kapasitas
angiogenesis dan pertumbuhan lesi endometriosis terhambat (Yildirim et al., 2014;
Delbandi et al., 2016). Delbandi et al juga membuktikan manfaat vitamin D pada
sel stroma endometriosis. Pemberian vitamin D pada penelitian ini menurunkan
tingkat invasi dan tingkat proliferasi sel endometrium ektopik (Delbandi et al.,
2016). Abbas dkk menyimpulkan bahwa vitamin D meregresi luas lesi
endometriosis melalui modulasi angiogenesis dengan penurunan ekspresi VEGF
dan penurunan aktivitas MMP-9 (Abbas et al., 2013). Hasil yang berbeda
didapatkan oleh Akyol et al (2016) dimana vitamin D meregresi implan
endometriosis tetapi tidak berbeda signifikan.

Ingles et al (2017) meneliti tentang pengaruh vitamin D terhadap sel
stroma endometriosis pada level genomik. Vitamin D didapatkan mengatur jalur
axonal guidance  melalui gen SLIT3. Jalur axonal guidance mengatur
neuroangiogenesis dan berperan penting dalam pembentukan lesi serta nyeri
endometriosis. Gen SLIT3 diekspresikan berlebih pada lesi endometriosis
peritoneum dibandingkan normal. Selain jalur tersebut, vitamin D juga mengatur
jalur Rho GDP-Dissociation Inhibitor (RhoGDI) yang berperan dalam

pembentukan dan dinamika aktin. Jalur ini berkaitan dengan motilitas seluler sel-
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sel stroma endometriosis. Jalur matriks metaloproteinase yang berperan dalam
invasi sel endometriosis di lokasi ektopik juga merupakan jalur yang dihambat oleh
vitamin D pada level genomik (Ingles et al., 2017).

Penelitian eksperimental klinis vitamin D sejauh ini masih terbatas.
Almassokiani dkk (2016) meneliti pemberian vitamin D pasca operasi ablasi
endometriosis. Vitamin D 50.000 U diberikan seminggu sekali selama 12 minggu.
Nyeri panggul dan dismenorea pada kelompok perlakuan lebih rendah
dibandingkan kontrol tetapi tidak signifikan (Almassinokiani et al., 2016). Nodler
et al (2020) meneliti efek pemberian Vitamin D pada wanita usia muda yang
mengalami nyeri panggul endometriosis. Pasien usia 12-25 tahun diberikan vitamin
D 2000 IU sekali/hari, 1000 mg minyak ikan sekali/hari atau plasebo sekali/hari
selama 6 bulan. Vitamin D didapati mengurangi nyeri panggul secara signifikan,
meski dengan hasil yang serupa dengan plasebo (Nodler et al., 2020). Panduan
terbaru ESHRE menyarankan klinisi untuk mempertimbangkan menangani nyeri
endometriosis secara komprehensif dan mendiskusikan alternatif terapi non medis,
salah satunya adalah dengan pemberian vitamin D (Becker et al., 2022).

248  Vitamin D dan Interleukin-17

Hubungan vitamin D dengan IL-17 banyak diteliti pada kasus-kasus
penyakit autoimun maupun inflamasi kronik, dengan hasil yang bervariasi. Ekspresi
berlebih sel Th17 didapatkan pada kondisi gangguan pensinyalan vitamin D. Tikus
tanpa vitamin D dan reseptor vitamin D memiliki fenotip sel T CD4+ yang lebih
aktif. Sel T pada kondisi ini juga lebih banyak berdiferensiasi menjadi subset Th17
dan lebih banyak memproduksi IL-17 (Bruce et al., 2011). 1,25(OH2)D3 memiliki

efek represif terhadap ekpresi IL-17A (Joshi et al., 2011). Pemberian vitamin D
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pada tikus dengan ensefalomielitis autoimun eksperimental, menghilangkan
paralisis dan mengurangi progresi penyakit serta menurunkan jumlah sel penghasil
IL-17 A di sistem saraf pusat dan tepi. Kultur sel T CD4+ bersama dengan
1,25(0H2)D3 menghambat juga diferensiasi sel T menjadi sel Th17 (Bruce et al.,
2011; Joshi et al., 2011). Mekanisme represi adalah melalui penekanan transkripsi
melalui reseptor vitamin D. Penekanan tranksripsi ini terjadi melalui penghambatan
nuclear factor for activated T cells (NFAT), rekurtmen histone deacetylase
(HDAC), sekuestrasi Runt-related transcription factor 1 (Runxl) by
1,25(0OH)2D3/VDR, dan efek langsung terhadap induksi Foxp3 (Joshi etal., 2011).

Kadar serum vitamin D berbanding terbalik dengan kadar IL-17 pada
pasien vitiligo (Aly et al., 2017). Kadar vitamin D dan bentuk aktifnya menurun
pada pasien dengan penyakit liver stadium lanjut. Kadar I1L-17, sebaliknya, sangat
meningkat pada kondisi serupa (Schaalan, 2012). defisiensi vitamin D dan
peningkatan kadar IL-17 serum dan jaringan juga dijumpai pada Lichen Planus
serta berkorelasi dengan derajat keparahan dan durasi penyakit (Mahmoud et al.,
2021).

Suplementasi vitamin D3 pada penyakit autoimun seperti penyakit Crohn,
dapat menghambat jalur IL-17/IL-17R, memperbaiki fungsi imun dan menurunkan
derajat keparahan penyakit (Xia et al., 2019). IL-17 pada pasien Multiple Sclerosis
menunjukkan penurunan saat kadar 25-hidroksivitamin D dalam serum di atas
20ng/ml (Bhargava et al., 2015). Pemberian suplementasi Vitamin D dengan dosis
20001U/hari selama 12 minggu mencegah peningkatan kadar serum TGF-f dan IL-
17 pada pasien migrain. Profil Th17/Treg juga membaik pada kasus ini (Mahmoud

et al., 2021). Suplementasi vitamin D tidak selalu menurunkan kadar IL-17. Hasil
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bertentangan didapatkan pada penelitian lain. Penelitian Kklinis yang dilakukan oleh
Toghiafar et al berupa pemberian 50.000 1U Vitamin D3 tiap 5 hari selama 12
minggu menunjukkan hubungan yang positif dengan kadar IL-17 dibandingkan

dengan plasebo (Toghianifar et al., 2015).
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BAB 3
KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN
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Gambar 3.1 Kerangka konsep penelitian

Sel endometrium ektopik di rongga peritoneum menyebabkan tubuh
memulai respon imunitas non-spesifik dan spesifik sebagai bagian proses
pembersihan oleh sistem imun. Reaksi inflamasi dan tissue repair yang terjadi
menyebabkan peningkatan sitokin dan kemotaktik, salah satunya adalah

peningkatan sel Th 17. IL-17 merupakan salah satu sitokin yang dihasilkan oleh
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Th17. IL-17 merupakan salah satu kemotaktik makrofag melalui reseptornya IL-
17RA. Faktor kemotaktik menyebabkan rekrutmen monosit dari darah tepi ke
peritoneum. Monosit berdiferensiasi menjadi Small Peritoneal Macrophage
(SPM). Kondisi ini menyebabkan peningkatan jumlah makrofag di peritoneum.
Peningkatan makrofag di peritoneum tetapi tidak diiringi dengan kemampuan
scavenging. Makrofag pada endometriosis mengalami gangguan, salah satunya
hambatan CD36 oleh Prostaglandin E2 melalui EP-2. Hambatan ini menyebabkan
makrofag tidak dapat melakukan fungsi pembersihan dengan baik. Gangguan
kapasitas fagosit ini menyebabkan sel-sel endometrium ektopik berhasil bertahan
di rongga peritoneum.

Interleukin-17 (IL-17) menstimulasi produksi berbagai sitokin, antara lain
IL-8 dan sekresi enzim COX-2. Makrofag juga merangsang peningkatan aktivitas
sekresi sitokin, antara lain IL-8, IL-10, dan TNF-a serta mensekresi enzim COX-2.
Enzim COX-2 dan TNF-a memproduksi PGE2. Sekresi sitokin dan enzim ini juga
memfasilitasi lingkungan mikro peritoneum menjadi lingkungan yang mendukung
implantasi dan proliferasi sel-sel stroma endometrium ektopik.

Interleukin-17 (IL-17) menstimulasi produksi faktor angiogenik, VEGF
platelet derived growth factor (PDGF)-AA, C-X-C motif chemokine ligand 12
(CXCL12), dan granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF). IL-17 juga
mempengaruhi polarisasi makrofag menjadi tipe makrofag M2 secara tidak
langsung. Faktor-faktor proangiogenik dan makrofag tipe M2 menstimulasi
angiogenesis dan menjaga kondisi inflamatorik milieu peritoneum, memfasilitasi

terbentuknya lesi endometriosis.
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Lesi endometriosis mampu memproduksi estrogen secara lokal. Estrogen
di rongga peritoneum baik yang dihasilkan secara lokal atau sistemik merupakan
kunci dari perkembangan lesi endometriosis. Estrogen merangsang berbagai
mediator inflamasi termasuk IL-17. Estrogen juga meningkatkan ekspresi VEGF-
A dan merangsang proses angiogenesis. Hormon ini juga menyebabkan gangguan
fagositosis makrofag sehingga menyebabkan gangguan bersihan sel endometrium
di peritoneum.

Penelitian ini berhipotesis bahwa pemberian vitamin D akan menurunkan
ekspresi IL-17 pada lesi endometriosis. Penurunan ini terjadi melalui interaksi
dengan reseptor IL-17 (IL-17R). Interaksi ini diharapkan akan menurunkan kadar
IL-17 pada cairan peritoneum. Penurunan kadar IL-17 akan berkontribusi pada
penurunan faktor kemoatraktan monosit - makrofag ke rongga peritoneum. Kondisi
ini akan menurunkan rekrutmen makrofag peritoneum. Penurunan kadar IL-17 juga
berkontribusi pada penurunan faktor yang mempengaruhi polarisasi makrofag ke
arah M2. Faktor ini menyebabkan penurunan derajat inflamasi peritoneum yang
mengakibatkan penurunan fasilitasi implantasi sel endometrium ektopik.
Penurunan kadar IL-17 juga menyebabkan penurunan faktor proangiogenik.
Penurunan kondisi-kondisi tersebut akan mengurangi luas area endometriosis yang
terbentuk. Vitamin D diketahui memiliki efek modulasi pada sistem imun selain IL-
17. Interaksi reseptor vitamin D pada makrofag diketahui dapat memperbaiki fungsi
fagositosis makrofag. Perbaikan fungsi fagosit ini dapat meningkatkan clearance
sel endometrium ektopik. Vitamin D juga menghambat produksi TNF-a dan sekresi
enzim COX-2. Proliferasi sel endometrium ektopik juga dihambat oleh vitamin D.

Hal ini menyebabkan penurunan kondisi inflamasi yang memfasilitasi
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establishment lesi endometriosis. Ekspresi gen VEGF juga dihambat sehingga
angiogenesis berkurang. Hambatan angiogenesis ini menganggu terbentuknya lesi
endometriosis di rongga peritoneum. Vitamin D juga mempengaruhi kadar estrogen
baik melalui perbaikan kualitas sel granulosa maupun proses steroidogenesis.
Estrogen diketahui merupakan faktor kunci perkembangan endometriosis, termasuk
merangsang ekspresi IL-17. Kondisi ini dapat berpotensi mempengaruhi hasil
ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis pada penelitian ini. Tidak semua
variabel-variabel ini akan diteliti pada penelitian ini, karena peneliti memfokuskan
pada IL-17 dan luas lesi endometriosis. Faktor-faktor ini akan dibahas sebagai
faktor yang berpotensi mempengaruhi hasil penelitian pada bagian pembahasan
tesis ini.

Endometriosis dikaitkan dengan kondisi defisiensi vitamin D. Rekomendasi
suplementasi vitamin D untuk penanganan defisiensi adalah 6000 1U/hari. Dosis
suplementasi yang optimal untuk modulasi IL-17 belum diketahui, meski diketahui
kadar Vitamin D serum minimal untuk modulasi adalah 20 ng/ml. Suplementasi
vitamin D dalam berbagai tingkatan berdasarkan hal tersebut kemungkinan akan
menunjukkan perbedaan dan dapat dianalisis untuk mencari dosis optimal
penurunan IL-17. Penelitian ini dengan demikian berhipotesis bahwa terdapat
hubungan antara tingkatan dosis dalam penurunan ekspresi IL-17 dan pengurangan

luas area endometriosis.
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Hipotesis Penelitian

Suplementasi Vitamin D dosis 8 1U, 16 1U dan 24 1U dapat menyebabkan
ekspresi IL-17 lebih rendah pada lesi endometriosis peritoneum mencit
model endometriosis.

Suplementasi Vitamin D dosis 8 1U, 16 1U dan 24 1U dapat menyebabkan
area lesi endometriosis lebih kecil pada mencit model endometriosis.
Terdapat hubungan antara ekspresi IL-17 dengan luas lesi endometriosis.
Terdapat hubungan antara tingkat dosis vitamin D dengan ekspresi I1L-17

dan luas area endometriosis.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1  Jenis dan Rancangan Penelitian

Jenis penelitian yang digunakan adalah true experimental pada hewan coba
yaitu mencit, dengan menggunakan rancangan acak lengkap post test only control
group design. Rancangan penelitian bila digambarkan secara skematis adalah

sebagai berikut

K s Observasi
Fandomizasi /
Mencit P1 » Observasi
coba \‘
Pembuatan model P
endometrioszis P2 Observasi
P3 » Observasi
Gambar 4.1 Rancangan penelitian
Keterangan :
K : kelompok mencit model endometriosis yang tidak
mendapat perlakuan
Pl . kelompok mencit model endometriosis yang mendapat
perlakuan pemberian vitamin D dosis 8 1U
P2 . kelompok mencit model endometriosis yang mendapat
perlakuan pemberian vitamin D dosis 16 1U
P3 . kelompok mencit model endometriosis yang mendapat

perlakuan pemberian vitamin D dosis 24 1U

4.2 Lokasi dan Waktu

Penelitian dilakukan di Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga

bulan Januari 2022 sampai selesai. Total waktu penelitian diperkirakan 8 minggu.
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Rincian waktu pelaksanaan penelitian yaitu 1 minggu untuk aklimatisasi dan
adaptasi, 2 minggu untuk pembuatan model endometriosis, 3 minggu untuk
perlakuan dan 2 minggu unutuk pemeriksaan imunohistokimia, luas lesi

endometriosis dan analisis data statistik

4.3  Populasi, Sampel, Besar Sampel, dan Teknik Pengambilan Sampel
4.3.1 Populasi dan Sampel

Populasi penelitian ini adalah mencit (Mus musculus) betina usia
reproduksi. Sampel penelitian ini adalah mencit coba (Mus musculus) laboratorium
yang memenubhi kriteria inklusi dan eksklusi.

Kriteria inklusi penelitian ini yaitu mencit (Mus musculus) betina yang sehat
berusia 3 bulan dan belum pernah kawin. Berat badan mencit berkisar antara 20-25
gram. Mencit dalam kondisi sehat yang ditandai dengan bulu bersih dan tidak
mudah rontok, tidak cacat, dan tidak ada luka.

Kriteria eksklusi penelitian ini yaitu mencit yang cacat akibat pemberian
perlakuan ataupun yang lemah setelah pemberian perlakuan. Mencit yang mati
selama tahap pengumpulan data akan di-drop out.

4.3.2 Estimasi besar sampel

Sampel dibagi menjadi 4 kelompok, yaitu kelompok kontrol (K), kelompok
perlakuan dosis I (P1), dosis Il (P2) dan dosis Ill (P3). Besar sampel untuk uji
hipotesis terhadap rerata dua populasi dapat dihitung dengan rumus berikut

(Madiyono et al., 2014).
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[SD x (Za + ZB)]?
(u1 — p0)?

n =

Keterangan :

n : besar sampel tiap kelompok

SD  : Simpang baku kedua kelompok.

Za : nilai pada Z pada o 0,05 didapatkan 1,96

ZpB > nilai Z pada B 0.1 didapatkan 1,28

ul : mean outcome kelompok yang tidak terpapar
no : mean outcome kelompok yang terpapar

Nilai SD, pul dan p0 didapatkan dari penelitian Abbas et.al dengan

perhitungan sebagai berikut (Abbas et al., 2013).

[4 x (1,96 + 1,28)]?
(6)2

Didapatkan n sebesar 4,7. Besar sampel minimal untuk tiap kelompok dibulatkan

n =

menjadi 5. Sampel ditambahkan dengan faktor koreksi sebesar 0,2 untuk antisipasi
apabila terdapat kejadian yang tidak diinginkan sehingga didapatkan sampel tiap
kelompok sejumlah 6.
4.3.3 Teknik pengambilan sampel

Pengambilan sampel dilakukan secara randomisasi. Randomisasi dilakukan
dengan dengan menandai mencit dengan nomer, lalu secara acak memilih nomer
mencit untuk dimasukkan dalam kelompok tertentu.
4.4 Variabel Penelitian
4.4.1 Variabel terikat

Variabel terikat pada penelitian ini yaitu ekspresi IL-17 pada lesi

Peritoneum dan luas Lesi endometriosis
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4.4.2 Variabel bebas

Variabel bebas pada penelitian ini yaitu pemberian Vitamin D dosis 8 IU,
16 1U, dan 24 IU.
4.4.3 Variabel Kendali

Variabel kendali pada penelitian ini yaitu lingkungan, sanitasi dan
pemeliharan hewan coba (termasuk pemberian makanan dan minuman,
pembersihan kandang, menjaga kondisi lingkungan kandang), serta cara pemberian

perlakuan.

4.5  Definisi Operasional

Definisi operasional variabel bebas dan terikat pada penelitian ini dapat
dilihat pada tabel 4.1.

4.6  Bahan dan Instrumen Penelitian
4.6.1. Bahan penelitian
Bahan perawatan dan perlakuan hewan yang digunakan untuk penelitian ini
meliputi pelet makanan hewan sebanyak 4-5 gram/ 100 gram BB/ ekor, air minum
ad libitum, dan suplementasi vitamin D sesuai kelompok. Bahan untuk pembuatan
model endometriosis yang digunakan yaitu siklosporin A 10 mg/kg BB, biopsi
endometrium dari pasien yang menjalani operasi tumor jinak uterus, dan hormon
estrogen 20.000 1U 0,1 ml/mencit. Bahan pemeriksaan yang digunakan yaitu lesi
endometriosis peritoneum dan antibodi untuk pemeriksaan imunohistokimia

Interleukin-17.
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Tabel 4.1  Definisi operasional variabel

50

No Variabel

Definisi Operasional

Alat ukur data

Satuan Skala

data

1. Variabel
Bebas
Vitamin D

produk suplemen vitamin D
dengan kandungan bahan
aktif vitamin D3 400 U/
kapsul. Vitamin D akan
diberikan dengan dosis yang
berbeda pada 3 kelompok
perlakuan yaitu 8 1U, 16 1U
dan 24 1U selama 21 hari per
oral dengan sonde lambung

Neraca,
mikropipet

IU

Ordinal

2  Variabel
terikat
Ekspresi IL-
17

Luas Lesi
endometriosis

Ekspresi 1L-17 adalah hasil
pemeriksaan yang diukur
dengan metode
imunohistokimia dari lesi
endometriosis. Preparat
untuk pemeriksaan IHK
disiapkan dengan mengiris
lesi  dengan  ketebalan
tertentu, lalu dilakukan
preparasi dan fiksasi
spesimen. Penilaian
dilakukan dengan skor IRS
yaitu perkalian skor
persentase sel yang
imunoreaktif dengan
intensitas warna.
Pemeriksaan akan dilakukan
dengan mikroskop cahaya
Nikon H600 dan
pembesaran digunakan 400x
Luas area endometriosis
yang  superfisial  pada

peritoneum mencit,
diasumsikan berupa nodul
atau lesi dengan
hipervaskularisasi. Lesi

maupun  nodul  difoto
dengan standar tertentu.
hasil akan dimasukkan dan
dihitung dengan analisa
terkomputerisasi Motic
software (Sauqi et al,
2020).

Skor
imunoreaktif
dari

pemeriksaan
imunohistokimia

Motic software

mm?

Interval

Rasio

TESIS

PENGARUH PEMBERIAN VITAMIN D ALFI RUHAM B.



51
IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

4.6.2. Instrumen penelitian

Instrumen yang digunakan dalam perawatan hewan coba yaitu kandang
hewan coba dengan tutup kandang dari kawat, tempat makan dan minum, serta
sekam. Alat suntik diperlukan untuk pembentukan model endometriosis. Peralatan
yang diperlukan untuk pembedahan hewan coba meliputi sarung tangan, skalpel,
pinset, gunting, kassa, tabung spesimen dengan penutup, dan meja diseksi yang ada
di laboratorium hewan Fakultas Kedokteran Hewan Fakultas Airlangga. Instrumen
untuk persiapan pemberian perlakuan yaitu timbangan, pipet, dan sonde. Instrumen
yang diperlukan dalam pembuatan sediaan histologi yaitu blade, kaca obyek, kaca
penutup, pipet, peralatan pemulasan dan, peralatan fiksasi, serta mikroskop.
Kamera, komputer dan program motic images digunakan untuk pengukuran luas

lesi endometriosis.

4.7  Prosedur dan Tahapan Penelitian
4.7.1 Persiapan hewan coba

Mus musculus betina yang memenuhi kriteria inklusi didapatkan dari
otoritas resmi yang menyediakan hewan coba laboratorium.
4.7.2 Randomisasi dan Alokasi hewan coba

Mencit diacak dan dialokasikan ke masing-masing kelompok. Mencit akan
dibagi menjadi 4 kelompok, kelompok Kontrol negatif (K), kelompok perlakuan
dosis I (P1), kelompok perlakuan dosis 1l (P2) dan kelompok perlakuan dosis 11l
(P3). Kelompok kontrol negatif adalah kelompok mencit model endometriosis yang
tidak mendapat perlakuan. Kelompok perlakuan adalah kelompok mencit model

endometriosis yang mendapatkan vitamin D dalam dosis bertingkat. Mencit
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ditandai dengan nomor sesuai kelompok dan kandang dilabel dengan nama
kelompok.
4.7.3 Aklimatisasi dan adaptasi

Mencit diaklimatisasi di kandang sesuai kelompok dan mendapatkan
makanan dan minuman serupa selama 1 minggu. Pakan yang diberikan adalah
pakan standar dan minum ad libitum. Mencit dianggap sehat bila perubahan berat
badan tidak lebih dari 10 % dari kriteria inklusi sampel dan perilaku normal. Mencit
dikeluarkan dari penelitian bila sakit.

4.7.4 Persiapan pembuatan model.

Mencit akan diinjeksi siklosporin A 10mg/kgBB yang dikonversi menjadi
1,82 mg/mencit. Satu ampul siklosporin A setara dengan 50mg/ml diencerkan
dengan water for injection sebanyak 4 ml. Dosis injeksi siklosporin didapatkan 0,2
ml/ mencit. Penyuntikan siklosporin dilakukan secara intramuskular pada femur
bagian posterior dengan spuit 1 ml.

Mencit lalu diinjeksi dengan jaringan biopsi endometrium 0,1 cc
intraperitoneal secara membuta selama 60 detik. Jaringan endometrium diambil
dari bahan endometrium uterus tumor jinak yang disimpan di PBS. Bahan dicuci
dua kali dengan sentrifugasi 2500 rpm. Supernatan dibuang lalu ditambah PBS,
penicilin 200 1U/ml dan streptomisin 200 mikrogram/ml. Bahan diambil dengan
spuit sebanyak 0,1 ml dan disuntikkan secara intraperitoneal secara membuta.
Mencit lalu dinjeksi estrogen 20.000 IU sebanyak 0.1 ml/mencit secara
intramuskular di femur pada hari kesatu dan kelima. Hewan coba diharapkan

menjadi model endometriosis pada hari keempat belas.
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4.7.5 Pembuatan suplementasi vitamin D

Suplementasi vitamin D yang digunakan pada penelitian ini menggunakan
sediaan vitamin D3 yang ada di pasaran berupa kapsul atau tablet salut selaput 400
IU.

Endometriosis dikaitkan dengan defisiensi vitamin D sehingga penentuan
dosis mengacu pada kecukupan vitamin D menurut Endocrine Society untuk
mengatasi defisiensi-insufisiensi yaitu 6.000 1U (Holick et al., 2011). Koefisien
perkalian untuk mencit 20 gram adalah 0,0026 sehingga dosis untuk mencit 20 gram
adalah 6000 x 0,0026 = 15,6 1U dibulatkan menjadi 16 1U. Dosis ini akan menjadi
dosis perlakuan kelompok P2. Dosis tersebut akan dinaikkan 50% menjadi 9000 1U
sebagai dosis perlakuan P3 dan diturunkan 50% menjadi 3000 IU sebagai dosis
perlakuan P1. Untuk dosis 9000 IU, maka dosis untuk mencit adalah 23,4
dibulatkan menjadi 24 1U. Untuk dosis 3000 IU maka vitamin D yang diberikan
adalah 7,8 dibulatkan menjadi 8 1U.

4.7.6 Pemberian perlakuan sesuai kelompok

Perlakuan dimulai setelah 14 hari sesuai kelompok. Kelompok K sebagai
kontrol negatif tidak diberi perlakuan. Kelompok P1, P2 dan P3 diberikan
suplementasi vitamin D sebesar 8 1U, 16 1U dan 24 1U selama 21 hari. Vitamin D
akan diberikan oral personde. Sonde lambung yang digunakan adalah modifikasi
jarum khusus dengan ujung bulat dan berukuran 20 dengan panjang 5 cm. mencit
dipegang dengan baik saat menyonde. cara pemberian per sonde yaitu (1) sonde
lambung ditempelkan pada langit-langit atas mulut mencit (2) kemudian sonde
dimasukkan perlahan hingga esofagus, (3) vitamin D disemprotkan perlahan.

Pemberian perlakuan dilakukan pada pagi hari setelah makan agar absorpsi
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sempurna. Kadar serum vitamin D akan diperiksa untuk mengetahui korelasi dosis
dengan kadar serum dan dapat digunakan sebagai data tambahan untuk analisa hasil
penelitian.

4.7.7 Pengambilan bahan pemeriksaan dan pengukuran variabel

Pengambilan bahan pemeriksaan dilakukan pada hari ke 37. Mencit
dianestesi dahulu agar tenang. Mencit  selanjutnya dikorbankan dengan cara
dislokasi os cervikalis. Mencit yang mati dicirikan dengan mata redup, refleks pupil
negatif dan denyut jantung negatif.

Luas lesi endometriosis diukur dengan pembedahan abdomen mencit lalu
dilanjutkan dengan pembukaan peritoneum. Tujuannya adalah untuk melihat
penampang peritoneum. Penampang peritoneum diletakkan kaca obyek besar dan
difoto menggunakan kamera DS Fi2 300 megapiksel. Pengambilan foto dilakukan
dengan standar tertentu dan dilakukan dokumentasi. Hasil dihitung dengan program
motic image.

Langkah selanjutnya adalah persiapan pembuatan preparat histologis.
Sediaan lesi endometriosis difiksasi dalam formalin 10% minimal 2 jam. Jaringan
dimasukkan ke dalam casette tissue dan direndam alkohol (70%, 80% dan 96%).
Jaringan dilakukan clearing menggunakan xylol 3 kali masing-masing 60 menit.
Jaringan lalu direndam dalam parafin cair dengan titik lebur 58° C pada suhu 45° C
dalam inkubator selama 24 jam. Blok parafin jaringan lalu dipotong dengan
mikrotom dengan ketebalan 5-7 um. Jaringan yang telah dipotong diletakkan pada
slide poly L-lysine dan diinkubasi pada suhu 37° C selama 1 malam. Slide yang
telah diinkubasi dilakukan mounting dengan gelatin 5%. Gelas obyek tersebut

direndam dalam xylol 4 kali masing-masing selama 5 menit. Slide selanjutnya
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direhidrasi dengan alkohol (70%, 80% dan 96%) lalu dibilas dengan aquades
selama 5 menit.

Slide selanjutnya dicuci dengan PBS dua kali selama 5 menit. Slide ditetesi
dengan H202 0,3% selama 15 menit dan dicuci dengan aquades selama 5 menit.
Selanjutnya slide dicuci dengan PBS 2 kali masing-masing 5 menit dan ditetesi
dengan blocking serum dan ditiriskan. Setelah itu slide ditetesi dengan antibodi IL-
17 yang telah disiapkan. Slide diinkubasi pada suhu 4° C semalam. Selanjutnya
slide dicuci 2 kali 5 menit dengan PBS. Antibodi sekunder diteteskan ke slide dan
diinkubasi selama 1 jam pada suhu ruangan. Selanjutnya slide diberi kromogen dan
dibiarkan selama 10 menit pada suhu ruang. Slide dicuci dengan air mengalir
selama 5 menit dilanjutkan dengan counterstaining bila perlu. Slide didehidrasi,
clearing dan mounting. Pemeriksaan slide dilakukan dengan mikroskop cahaya.
Hasil pengamatan didokumentasikan dengan kamera DSLR. Pengukuran dilakukan
dengan skor immunoreactive scoring. Setelah penelitian, semua mencit pada

penelitian ini akan dikuburkan

4.8 Pengolahan dan Analisis Data

Setelah pengambilan data selesai, data diperiksa kelengkapan,
kesinambungan dan kesesuaiannya. Data lalu dikode untuk memudahkan
pengolahan dan dimasukkan ke database komputer. Data penelitian akan diolah
secara statistik dengan derajat kepercayaan 95%. Pengolahan dan analisa data akan
dilakukan dengan program SPSS. Data disajikan dalam bentuk tabel berupa rerata

dan simpangan baku.
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4.9 Kerangka Operasional Penelitian

Kerangka operasional penelitian ini dapat dilihat pada gambar 4.2.

410 Uji Kelayakan Etik
Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan Komite Etik Hewan Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga dengan nomor 2.KE.143.12.2021 pada

tanggal 29 Desember 2021.
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Mencit betina yvang memenuohi kriteria inklusi

l

Adaptasi 1 minggu dilanjutkan randoemisasi
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Kelompok Kelompok Kelompok Kelompok
kontrol perlakuan perlakuan perlakuan
(K) (F1) (P2) (P1)
!
Haril HI1

1. Injeksisiklosporin A 0.2 mU/mencit IV
2. Injeksi jaringan endometriosis 0,1 ml/mencit intraperitoneum
3. Injeksi ethynil estradiol 20.000 TU 0,1 ml/mencit IM

Hari 5
Injeksi etiynil estradiol 20.000 IU 0,1 ml‘'mencit IM
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| ! | |
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Pengolahan dan analisis data

Gambar 4. 2 Kerangka operasional penelitian
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BAB 5

HASIL PENELITIAN

51 Gambaran Umum Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan dari bulan Januari 2022 hingga Februari 2022
di laboratorium Embriologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga.
Sampel penelitian ini adalah mencit (Mus musculus) sejumlah 24 ekor yang terbagi
menjadi empat kelompok. Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan Komite
Etik Hewan Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Airlangga dengan nomor
2.KE.143.12.2021.

Data dari pemeriksaan sampel luas lesi endometriosis dan ekspresi I1L-17
dianalisis. Data disajikan tiap kelompok untuk tiap variabel. Data disajikan secara
deskriptif dalam tabel berupa nilai rerata disertai simpang baku. Data selanjutnya
dianalisis dengan uji statistik yang sesuai. Tingkat kemaknaan (p) ditetapkan
sebesar 0,05. Uji statistik untuk perbandingan rerata antar kelompok akan dilakukan
sesuai dengan distribusi data. Uji statistik juga dilakukan untuk mengetahui
hubungan antar variabel dependen.

Penelitian ini menggunakan metode induksi endometriosis heterolog
dengan dasar model endometriosis ringan. Secara garis besar, lesi yang timbul
akibat metode ini berupa lesi kistik berwarna putih atau merah hingga kecoklatan
maupun tumor padat berwarna gelap. Lesi yang diamati pada penelitian ini adalah

lesi yang ada pada penampang peritoneum mencit.
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5.2 Pengaruh Vitamin D terhadap Ekspresi IL — 17

Ekspresi 1L-17 diukur dengan pemeriksaan histopatologi jaringan
peritoneum setelah dilakukan pewarnaan imunohistokimia. Data setiap sampel
dinilai secara semikuantitatif menurut metode Remmele yang sudah dimodifikasi.
Indeks skala Remmele (Immuno Reactive Score/IRS) merupakan hasil perkalian
antara skor persentase sel immunoreaktif dengan skor intensitas warna pada sel
immunoreaktif. Data setiap sampel merupakan nilai rata-rata IRS yang teramati
pada sepuluh Lapangan Pandang (LP) berbeda pada pembesaran 100x dan 400x.

Gambar 5.1 menunjukkan foto perbandingan imunohistokimia ekspresi
IL-17 antar kelompok. Sel-sel endometriosis yang mengekspresikan 1L-17 pada
preparat tersebut terwarnai coklat kromogen yang ditunjukkan dengan panah merah
pada pembesaran 400 kali. Terlihat bahwa semua kelompok mengekspresikan IL-
17 dengan ekspresi paling kuat terlihat pada slide kelompok K dan gambaran
ekspresi paling lemah pada kelompok P3. Preparat kelompok P2 memberikan
gambaran ekspresi yang lebih kuat dibandingkan kelompok perlakuan lain meski
lebih lemah dibanding kelompok kontrol. Nilai ekspresi IL-17 dengan skor IRS
selanjutnya dihitung dan dianalisis. Hasil skoring ekspresi IL-17 terdistribusi

seperti yang dapat dilihat pada gambar 5.2 berikut.
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Gambar 5.1 Perbandingan ekspresi IL-17. Pemeriksaan IHK pada sel-sel
endometriosis  setiap kelompok perlakuan. Panah merah
menunjukkan adanya ekpresi IL-17 pada sel-sel endometriosis.
Pengamatan menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran
400x. K : kelompok kontrol; P1 : kelompok perlakuan Vitamin D
dosis 8 1U; P2 : kelompok perlakuan Vitamin D dosis 16 1U; P3 :
kelompok perlakuan Vitamin D dosis 24 1U.
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Gambar 5.2  Distribusi skor ekspresi IL-17 pada mencit model endometriosis.
Tanda * menunjukkan beda signifikan (p < 0,05).
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Perbedaan distribusi skor ekspresi IL-17 antar kelompok dapat terlihat dari
grafik tersebut, dengan nilai median tertinggi didapatkan pada kelompok Kontrol
dan terendah didapatkan pada kelompok P3. Gambar tersebut juga menunjukkan
kecenderungan penurunan ekpresi IL-17 pada semua kelompok perlakuan bila
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Ekpresi IL-17 terendah didapatkan pada
kelompok P1 dan P3. Kelompok P2 memiliki median ekspresi IL-17 lebih tinggi
dibandingkan kelompok perlakuan lain meski lebih rendah dibandingkan kelompok
kontrol.

Kecenderungan serupa juga ditunjukkan dari nilai rerata ekspresi IL-17
yang terangkum pada tabel 5.1. Kecenderungan penurunan rerata ekspresi 1L-17
ditunjukkan oleh rerata pada kelompok kontrol lebih tinggi dari pada kelompok
perlakuan P1, P2 dan P3. Grafik dan tabel tersebut menunjukkan bahwa mencit
model endometriosis yang diberikan vitamin D dosis 8 IU, 16 1U dan 24 U
memiliki ekspresi IL-17 yang lebih rendah dibandingkan dengan mencit model
endometriosis yang tidak diberikan vitamin D. Dosis vitamin D sebesar 24 1U
menyebabkan ekspresi IL-17 pada lesi yang paling rendah dibandingkan dengan

kelompok lainnya.

Tabel 5.1 Rerata dan simpang baku skor ekspresi IL-17 antar kelompok.
Kelompok
Ekspresi K P1 P2 P3
IL-17 (n=16) (n=6) (n=6) (n=6)
Rerata 6,9 £2,2 5728 6,3 + 242 3,2 £0,3*®

Keterangan : Perbedaan bermakna dengan kelompok kontrol ditandai dengan * (p
< 0,05). Perbedaan bermakna antar kelompok ditunjukkan dengan
huruf yang berbeda. K : kelompok kontrol; P1 : kelompok perlakuan
Vitamin D dosis 8 1U; P2 : kelompok perlakuan Vitamin D dosis 16
IU; P3 : kelompok perlakuan Vitamin D dosis 24 1U.
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Analisis statistik selanjutnya dilakukan untuk menguji apakah perbedaan
ekspresi 1L-17 antar kelompok tersebut bermakna secara statistik. Uji normalitas
data dengan Shapiro Wilk dilakukan untuk mengetahui distribusi data. Pengujian
data menghasilkan p untuk kelompok P3 sebesar < 0,05 sehingga disimpulkan
terdapat kelompok dengan data yang tidak terdistribusi normal. Uji Kruskal Wallis
digunakan untuk membandingkan rerata skor ekspresi IL-17 dari empat kelompok,
dengan nilai p sebesar 0,029. Analisis post hoc dilakukan dengan uji Mann-Whitney
untuk mengetahui kelompok mana yang memiliki perbedaan signifikan. Tabel 5.2
menyajikan hasil uji statistik tersebut.

Tabel 5.2 Perbandingan skor ekspresi IL-17 antar kelompok. Uji Kruskal
Wallis, p < 0,05. Nilai p antar kelompok diuji dengan uji Mann-

Whitney.

Beda rerata Nilai p
KvsP1 1,2 0,522
Kvs P2 0,6 0,574
Kvs P3 3,7 0,004
P1vs P2 0,5 0,423
P1vs P3 2,5 0,253
P2 vs P3 3 0,004

Hasil analisis menunjukkan perbedaan bermakna antara kelompok kontrol
dengan P3, tetapi tidak didapatkan perbedaan bermakna antara kelompok kontrol
dengan P1 maupun P2. Kesimpulan yang dapat diambil adalah secara statistik,
terdapat perbedaan ekspresi IL-17 pada mencit model endometriosis yang diberikan
vitamin D dosis 24 IU dibandingkan dengan mencit model endometriosis yang tidak
diberikan perlakuan. Perbedaan ekspresi IL-17 didapatkan pada mencit model
endometriosis yang diberikan vitamin D dosis 8 1U dan 16 1U dibandingkan dengan

mencit model endometriosis yang tidak diberikan perlakuan tetapi tidak bermakna.
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5.3  Pengaruh Vitamin D terhadap Luas Lesi Endometriosis

Luas lesi endometriosis superfisial di peritoneum diukur dengan program
motic images. Semua lesi pada peritoneum didokumentasikan dan dimasukkan
dalam program sesuai langkah-langkah tertentu. Gambar 5.3 berikut menunjukkan

foto lesi endometriosis pada penampang peritoneum pada saat terminasi.

111

- y C ¢
B 2 B i : L I‘l‘

Gambar 5.3 Lesi endometriosis mencit model endometriosis. Peritoneum
kelompok K, P1, P2 dan P3 didokumentasikan saat terminasi. Garis
hitam putus-putus menunjukkan lesi endometriosis.

Gambar 5.4 menunjukkan grafik perbandingan luas lesi endometriosis
antar kelompok. Data juga dirincikan distribusi reratanya di tabel 5.3. Gambar dan
tabel tersebut menunjukkan kecenderungan luas lesi yang lebih kecil pada
kelompok perlakuan dibandingkan dengan luas lesi endometriosis pada kelompok

kontrol. Luas lesi yang paling kecil didapatkan pada kelompok P3. Antar kelompok
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perlakuan ditemukan kecenderungan penurunan luas lesi endometriosis seiring

dengan peningkatan dosis perlakuan Vitamin D.

140,00
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Luas Lesi Endometriosis (cm2)

Kontrol

Kelompok

Gambar 5. 4 Distribusi luas lesi endometriosis. Tanda ‘*’ menunjukkan beda

bermakna pada p < 0,05.
Tabel 5.3 Rerata dan simpang baku luas lesi endometriosis mencit model
endometriosis pada kelompok kontrol dan perlakuan pemberian
vitamin D.
Kelompok
K P1 P2 P3
(n=6) (n=6) (n=6) (n=6)
Rerata (mm?) 63,2 +45,7 23,9 £ 27,62 15,8 £16,1* 8,9 +9,6*2

Keterangan : Perbedaan bermakna dengan kelompok kontrol ditandai dengan * (p
< 0,05). Perbedaan bermakna antar kelompok ditandai dengan huruf
yang berbeda. K: kelompok kontrol; P1 : kelompok perlakuan
Vitamin D dosis 8 IU; P2 : kelompok perlakuan Vitamin D dosis 16
IU; P3 : kelompok perlakuan Vitamin D dosis 24 1U

Analisis statistik dilakukan untuk mengetahui tingkat kemaknaan
perbedaan luas lesi endometriosis antar kelompok. Distribusi data diuji dahulu

dengan uji Shapiro Wilk dan didapatkan nilai p pada seluruh kelompok sebesar >

0,05. Nilai p tersebut menunjukkan data luas lesi endometriosis terdistribusi
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normal. Uji untuk mengetahui homogenitas data selanjutnya dilakukan dengan hasil
p > 0,05 yang diinterpretasikan sebagai data homogen. Uji statistik selanjutnya
dilakukan dengan uji ANOVA karena syarat data terdistribusi normal dan homogen
terpenuhi. Tabel 5.4 menunjukkan hasil analisis uji ANOVA dan uji post hoc
dengan Tukey HSD.

Tabel 5. 4 Perbandingan luas lesi endometriosis antar kelompok pada mencit
model endometriosis. Uji Anova, p < 0,05. Uji Post Hoc Tukey

HSD.

Beda rerata Nilai p
Kvs P1 43.6 0,065
K vs P2 51,6 0,023
Kvs P3 58.5 0,009
P1vs P2 0,5 0,423
P1vsP3 2,5 0,253
P2 vs P3 3 0,004

Hasil analisis ANOVA menunjukkan nilai p < 0,05 yang menunjukkan
minimal terdapat dua kelompok yang memiliki perbedaan ekspresi IL-17 yang
bermakna. Untuk mengetahui antar kelompok mana yang mempunyai perbedaan
maka uji post hoc dengan Tukey HSD dilakukan. Hasil uji post hoc menunjukkan
adanya perbedaan bermakna antara kelompok kontrol dan P2 serta kelompok
kontrol dan P3. Perbedaan yang tidak signifikan secara statistik didapatkan antara
kelompok K dan P1.

Kesimpulannya, secara statistik, terdapat perbedaan rerata luas lesi
endometriosis pada mencit model endometriosis yang diberikan vitamin D dosis 16
IU dan dosis 24 1U dibandingkan kontrol. Perbedaan rerata luas endometriosis

dengan pemberian vitamin D dosis 8 IU juga ditemukan meski tidak bermakna.
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54 Hubungan Ekspresi Interleukin-17 dengan Luas Lesi Endometriosis

Hubungan antara variabel ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis diuji
dengan uji korelasi. Pengujian asumsi linearitas dilakukan dahulu dan didapatkan
nilai deviation from linearity sebesar 0,114. Nilai tersebut menunjukkan adanya
linearitas antar variabel sehingga dapat dilanjutkan dengan uji Spearman. Uji
Spearman dipilih karena salah satu variabel memiliki distribusi data tidak normal.
Nilai p yang didapatkan dari uji tersebut adalah 0,012 dan koefisien korelasi sebesar
0,505. Kesimpulannya, secara statistik, ekspresi IL-17 memiliki korelasi positif

yang signifikan dengan luas lesi endometriosis pada mencit model endometriosis.
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Gambar 5.5 Grafik hubungan antara IL-17 dan luas lesi endometriosis. Uji
Spearman diperoleh koefisien korelasi 0,505 (p 0,012).

55 Hubungan Tingkat Dosis Vitamin D dengan Luas Lesi dan Ekspresi
Interleukin-17

5.6.1 Hubungan tingkat dosis vitamin D dan ekspresi Interleukin-17
Hubungan tingkat dosis Vitamin D dan ekspresi IL-17 diuji dengan

membandingkan ekspresi IL-17 antar kelompok perlakuan. Uji dilakukan antar dua
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kelompok menggunakan Mann-Whitney. Perbandingan ekspresi IL-17 antar
kelompok untuk tingkat dosis yang berbeda dapat dilihat pada tabel 5.2 di atas.
Perbandingan antara kelompok P2 dan P3 memberikan hasil yang signifikan,
dengan p senilai 0,004. Perbandingan antar kelompok lain tidak bermakna secara
statistik.

Kesimpulannya, secara statistik, terdapat hubungan antara tingkat dosis
vitamin D dengan ekspresi IL-17. Ekspresi 1L-17 pada mencit model endometriosis
yang mendapat dosis vitamin D 24 IU secara bermakna lebih rendah bila
dibandingkan dengan mencit model endometriosis yang mendapat dosis 16 1U.
Ekspresi IL-17 pada mencit model endometriosis yang mendapat dosis 24 1U lebih
rendah dibandingkan dengan mencit yang mendapat dosis 8 U, tetapi tidak
didapatkan kemaknaan.

5.6.2  Hubungan tingkat dosis vitamin D dan luas lesi endometriosis

Hubungan tingkat dosis dan luas lesi endometriosis diuji dengan
membandingkan luas lesi endometriosis antar dua kelompok perlakuan.
Perbandingan luas lesi endometriosis antar kelompok perlakuan disajikan dalam
tabel 5.4 di atas. Tabel tersebut menunjukkan nilai p > 0,05, sehingga beda dosis
tidak bermakna secara statistik. Perbedaan p paling besar didapatkan antara
kelompok P1 dengan P3. Hal ini konsisten dengan beda nilai p masing-masing
kelompok dengan kelompok Kontrol. Kesimpulan yang dapat diambil adalah tidak
terdapat hubungan bermakna antara tingkat dosis vitamin D dengan luas lesi
endometriosis. Luas lesi endometriosis pada mencit model endometriosis paling

kecil didapatkan pada dosis 24 1U bila dibandingkan dengan dosis lain.
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BAB 6

PEMBAHASAN

6.1  Mencit sebagai Model Endometriosis

Endometriosis masih menjadi penyakit yang belum dipahami secara
menyeluruh baik dalam hal diagnosis maupun terapi. Kurangnya pemahaman ini
menggambarkan pengetahuan patogenesis penyakit yang masih belum lengkap.
Penanda non bedah sebagai metode diagnosis dan surveilans endometriosis belum
ada hingga saat ini. Hal ini menyebabkan penelitian hubungan temporal untuk
mengetahui dasar patogenesis endometriosis menjadi kurang etis dan tidak praktis
bila dilakukan pada manusia. Model binatang merupakan sumber yang potensial
dalam penelitian patogenesis, perkembangan penanda dan terapi baru untuk
penyakit ini (Burns et al., 2022). Pemilihan jenis hewan sebagai model
endometriosis perlu mempertimbangkan berbagai hal, termasuk kemudahan
memperoleh dan cara penanganan. Mencit sebagai hewan model memiliki
homologi yang tinggi dengan manusia (Widjiati, 2021). Mencit juga merupakan
model endometriosis yang lazim digunakan karena perawatan relatif lebih mudah
dan murah dibanding model endometriosis lain. Hal-hal tersebut yang
menyebabkan penelitian ini menggunakan mencit sebagai model endometriosis.

Penelitian ini menggunakan metode induksi endometriosis heterolog
melalui injeksi jaringan endometrium manusia ke rongga intraperitoneal mencit.
Model endometriosis pada penelitian ini merupakan model endometriosis ringan.
Lesi yang timbul akibat metode ini berupa lesi kistik berwarna putih atau merah
hingga kecoklatan maupun tumor padat berwarna gelap pada peritoneum. Metode

ini unggul dalam mempelajari tahap awal penyakit termasuk angiogenesis, defek
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apoptosis, proliferasi endometrium dan inflamasi. Metode ini juga paling
menyerupai patofisiologi menstruasi retrograde pada manusia. Keunggulan lain
adalah model heterolog ini didasarkan pada jaringan endometrium manusia
sehingga perkembangannya dianggap menyerupai lesi endometriosis pada manusia
(Taniguchi et al., 2021). Metode ini memiliki kekurangan dalam hal jumlah,
distribusi dan fenotip lesi endometriosis karena tergantung jumlah jaringan dan
ukuran fragmen endometrium yang diinjeksikan (Burns et al., 2022). Kekurangan
lain adalah mencit sebagai spesies yang tidak mengalami menstruasi mungkin tidak
merefleksikan seluruh aspek patofisiologi endometriosis yang sesungguhnya

(Taniguchi et al., 2021).

6.2 Hubungan Vitamin D dengan Interleukin-17

Pemberian vitamin D pada kelompok perlakuan penelitian ini menyebabkan
ekspresi 1L-17 lebih rendah dibandingkan dengan kontrol. Kecenderungan
penurunan ekspresi IL-17 secara konsisten didapatkan pada semua kelompok yang
diberikan vitamin D. Analisis statistik menunjukkan perbedaan ekspresi IL-17 yang
bermakna antara mencit model endometriosis yang mendapat vitamin D terjadi
pada dosis 24 U bila dibandingkan dengan mencit yang tidak mendapat perlakuan.
Penelitian ini merupakan penelitian pertama yang menunjukkan pengaruh vitamin
D terhadap ekspresi IL-17 pada endometriosis. Hasil penelitian ini ini sejalan
dengan hipotesis bahwa vitamin D menurunkan ekspresi IL-17.

Peran imunomodulasi Vitamin D pada endometriosis didapatkan dari
berbagai penelitian. Kadar serum 25(OH)D secara signifikan lebih rendah pada

pasien dengan endometriosis dan berkorelasi dengan derajat penyakit serta area lesi
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(Miyashita et al., 2016; Ciavattini et al., 2017). Endometriosis juga dikaitkan
dengan defisiensi vitamin D (Miyashita et al., 2016). Vitamin D dilaporkan dapat
menghambat produksi IL-2, IL-12, TNF-a dan interferon pada endometriosis, serta
menurunkan fungsi Thl. Vitamin D dapat menekan ekspresi cyclooxygenase 2
(COX2) di endometrium, sehingga menurunkan kadar IL-6, TNF dan PG (Delbandi
et al., 2016; Miyashita et al., 2016; Soave et al., 2018; Giampaolino et al., 2019).
Vitamin D juga berperan dalam regulasi B-catenin dan CD44 (Pazhohan et al.,
2021). Penelitian klinis endometriosis masih terbatas pada pengaruh vitamin D
terhadap nyeri panggul, dismenorea dan profil metabolik pasien. Penggunaan
vitamin D dapat mengurangi keluhan nyeri serta memperbaiki hs-CRP pada pasien
endometriosis (Nodler et al., 2020; Mehdizadehkashi et al., 2021) Sejauh ini
belum didapatkan penelitian pengaruh vitamin D terhadap IL-17 pada
endometriosis. Panduan terbaru ESHRE menyarankan penelitian lebih dalam untuk
menggali potensi terapi suportif non-medis seperti vitamin D pada endometriosis
(Becker et al., 2022).

Interleukin-17 (IL-17) merupakan sitokin yang menjadi mata rantai penting
dalam menghubungkan imunitas adaptif yang diperantarai sel T dengan respon
inflamasi akut (Abbas et al, 2018). Interleukin-17 dikaitkan dengan berbagai
kelainan autoimun maupun kondisi inflamasi kronik, termasuk endometriosis
(Kuwabara et al., 2017; Miller et al., 2020). Sitokin ini terdiri atas 6 molekul
homolog dinamakan IL-17A - IL-17F. Reseptor IL-17 (IL-17R) terdiri dari lima
anggota (IL-17Ra, IL-17RB, IL-17RC, IL-17RD, dan IL-17RE) dengan sekuen

yang homolog (Kuwabara et al., 2017).
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Jumlah sel Th17 meningkat pada jaringan endometriosis, begitu pula kadar
IL-17 pada plasma dan cairan peritoneum pasien endometriosis. Peran IL-17 pada
perkembangan endometriosis antara lain sebagai penghasil faktor kemotaktik.
Faktor kemotaktik yang dihasilkan oleh IL-17 antara lain granulocyte colony
stimulating factor (G-CSF), C-X-C motif chemokine ligand 12 (CXCL12), CXCL1
dan CX3CL1 (Ahn et al., 2015). IL-17 berperan dalam induksi polarisasi Small
Peritoneal Macrophage (SPM) ke fenotip M2 yang patogenik pada lesi
endometriosis. (Miller et al., 2020). IL-17 juga merangsang sitokin proinflamasi
seperti IL-6, IL-8 dan IL-1B (Ahn et al., 2015). Peran mitogenik IL-17 juga
didapatkan oleh Hirata (2008). Efek proliferatif IL-17 bersama IL-8 pada sel
endometrium ektopik menyebabkan pertumbuhan lesi endometriosis (Hirata et al.,
2008).

Ekspresi IL-17 pada penelitian ini ditemukan paling tinggi pada mencit
model endometriosis yang tidak mendapat perlakuan. Hal ini sejalan dengan
berbagai penelitian lain yang menunjukkan peningkatan jumlah sel Th 17 dan
kadar IL-17 pada endometriosis ((Hirata et al., 2008; Ahn et al., 2015; Miller et al.,
2020). Peningkatan ekpsresi IL-17 di awal perjalanan penyakit dikaitkan dengan
reaksi inflamasi dan tissue repair akibat adanya sel endometrium di lokasi ektopik.
Ekspresi I1L-17 pada awal penyakit dikaitkan dengan progresi penyakit
endometriosis melalui jalur rekrutmen dan induksi polarisasi makrofag serta
peningkatan produksi sitokin (Miller et al., 2020).

Penelitian Rofee-Vasquez et al (2019) menunjukkan korelasi negatif antara
kadar serum vitamin D dengan IL-17A. Hal ini terjadi pada kondisi inflamasi

sistemik jangka panjang dan disertai defisiensi vitamin D pada subyek dewasa yang

TESIS PENGARUH PEMBERIAN VITAMIN D ALFI RUHAM B.



72
IR-PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

mengalami gagal jantung (Roffe-Vazquez et al., 2019). Peran regulasi vitamin D
terhadap IL-17 dan profil berbagai penyakit autoimun diketahui terjadi pada kadar
serum vitamin D lebih dari 20 ng/ml (Bruce et al., 2011; Joshi et al., 2011;
Bhargava et al., 2015; Aly et al., 2017; Xia et al., 2019; Ghorbani et al., 2021;
Mahmoud et al., 2021). Hal ini diperkirakan merupakan cara pengendalian respon
imun dan perkembangan autoreaktifitas imun oleh vitamin D (Liu et al., 2018).
Mekanisme imunomodulasi IL-17 oleh vitamin D dapat terjadi melalui penurunan
jumlah sel penghasil IL-17, hambatan diferensiasi sel T CD4+ menjadi sel Th17
maupun efek represif terhadap ekspresi IL-17 (Bruce et al., 2011; Joshi et al., 2011).
Efek represif terjadi akibat hambatan jalur 11-17/11-17R melalui mekanisme

penekanan transkripsi oleh reseptor vitamin D (Joshi et al., 2011; Xia et al., 2019).

6.3 Hubungan Vitamin D dengan Luas Lesi Endometriosis

Luas lesi endometriosis terbesar pada penelitian ini didapatkan pada
kelompok mencit model endometriosis kelompok Kontrol. Lesi endometriosis
secara konsisten lebih kecil pada kelompok mencit model endometriosis yang
mendapat vitamin D. Rerata luas lesi paling kecil ke besar pada mencit model
endometriosis yang mendapatkan vitamin D secara berurutan didapatkan pada
pemberian dosis 24 1U, 16 IU dan 8 IU. Analisis menunjukkan signifikansi data
tersebut secara statistik pada pemberian dosis 16 1U dan 24 IU. Data penelitian
tersebut menunjukkan kesesuaian dengan hipotesis Vitamin D dapat menyebabkan
luas lesi endometriosis lebih kecil pada kelompok perlakuan dibanding kontrol.

Luas lesi endometriosis pada manusia termasuk dalam penilaian kategori

ASRM dalam penilaian derajat keparahan endometriosis. Implantasi dan
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pertumbuhan lesi endometriotik di rongga peritoneum erat hubungannya dengan
berbagai sel imun (lzumi et al., 2018). Perkembangan lesi endometriosis
melibatkan rekrutmen sel-sel imun, adesi sel, dan peningkatan proses inflamasi. Hal
tersebut memfasilitasi implantasi dan survival lesi endometriosis (Agostinis et al.,
2021). Perkembangan lesi endometrium juga dipengaruhi kemampuan sel
endomerium ektopik untuk menginvasi membran basal serta angiogenesis
angiogenesis yang berasal dari vaskularisasi terdekat atau inkorporasi sel prekursor
endotel yang bersirkulasi di dekat lokasi vaskularisasi (Burney dan Giudice, 2012;
Capobianco, 2013). Luas lesi endometriosis dengan demikian dikaitkan dengan
pertumbuhan tidak terkontrol, invasi jaringan sekitar, defek apoptosis,
neoangiogenesis, dan respon inflamasi terus-menerus.

Hal ini juga sejalan dengan berbagai penelitian. Vitamin D memperlihatkan
efek anti mitogenik pada sel endometrium ektopik. Miyashita dkk menunjukkan
bukti vitamin D menghambat aktivasi nf-kB, menurunkan jumlah dan sintesis DNA
sel endometrium ektopik (Miyashita et al., 2016). Vitamin D juga dapat
mengurangi luas area endometriosis. Berbagai mekanisme pengurangan area
endometriosis dihubungkan dengan vitamin D. Hambatan ekspresi gen VEGF-A,
ekspresi VEGF dan MMP-9 pada stroma endometrium ektopik terjadi pada
pemberian vitamin D sehingga kapasitas angiogenesis dan pertumbuhan lesi
endometriosis terhambat (Yildirim et al., 2014; Delbandi et al., 2016). Delbandi et
al juga membuktikan manfaat vitamin D pada sel stroma endometriosis. Pemberian
vitamin D menurunkan tingkat invasi dan tingkat proliferasi sel endometrium

ektopik (Delbandi et al., 2016). Abbas dkk menyimpulkan bahwa vitamin D
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meregresi  luas lesi endometriosis melalui modulasi angiogenesis dengan
penurunan ekspresi VEGF dan penurunan aktivitas MMP-9 (Abbas et al., 2013).
Mekanisme vitamin D dalam pengaturan luas lesi endometriosis
diperkirakan melalui kemampuan imunomodulasinya. Berbagai mekanisme
pengurangan area endometriosis dihubungkan dengan vitamin D. Hambatan
ekspresi gen VEGF-A, ekspresi VEGF dan MMP-9 pada stroma endometrium
ektopik terjadi pada pemberian vitamin D sehingga kapasitas angiogenesis dan
pertumbuhan lesi endometriosis terhambat (Yildirim et al., 2014; Delbandi et al.,
2016). Delbandi et al (2016) juga membuktikan manfaat vitamin D dalam
menurunkan tingkat invasi dan tingkat proliferasi sel endometrium ektopik. Abbas
et al (2013) menyimpulkan bahwa vitamin D meregresi luas lesi endometriosis
melalui modulasi angiogenesis dengan penurunan ekspresi VEGF dan penurunan
aktivitas MMP-9. Vitamin D melalui reseptornya pada sel imun diketahui berperan
dalam modulasi adesi sel endometrium, jumlah makrofag peritoneum, sekresi
sitokin serta faktor angiogenik, degradasi matriks ekstra seluler dan invasi sel
endometrium di lokasi ektopik (Abbas et al., 2013; Yildirim et al., 2014). Penelitian
Yildirim et al. (2014) juga menunjukkan kemampuan vitamin D dalam
menginduksi  fibrosis dan apoptosis pada jaringan endometriosis yang

menyebabkan regresi implan endometriosis.

6.4 Hubungan Ekspresi Interleukin-17 dengan Luas Lesi Endometriosis.
Peran IL-17 dalam patogenesis endometriosis antara lain kemoktaktik,
induksi polarisasi makrofag, stimulasi sitokin, stimulasi faktor angiogenik, induksi

ekspresi COX2, dan proliferasi sel stroma endometriotik (Hirata et al., 2008; Ahn
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et al., 2015; Miller et al., 2020). Interleukin-17 dengan demikian berkaitan dengan
gangguan bersihan imun, adesi sel endometrium di lokasi ektopik, serta invasi sel
tersebut ke jaringan di lokasi ektopik. Hal tersebut memungkinkan progresi area
implan endometrium di lokasi ektopik.

Data pada penelitian ini mendukung hipotesis bahwa terdapat hubungan
antara ekspresi IL-17 dengan luas lesi endometriosis. Secara statistik, korelasi yang
ada signifikan dengan arah positif yang sedang. Penurunan IL-17 dengan demikian
berhubungan dengan penurunan luas lesi endometriosis dan sebaliknya.

Korelasi yang didapat pada penelitian ini berada pada tingkat sedang.
Kemungkinan hal ini disebabkan oleh pengaruh faktor lain terhadap luas lesi
endometriosis. Pembentukan implan endometriosis diketahui merupakan faktor
kompleks yang berkaitan dengan proses gangguan bersihan oleh sistem imun,

inflamasi kronik, kemampuan invasi, dan proses angiogenesis di lokasi ektopik.

6.5 Hubungan Tingkatan Dosis Vitamin D dengan Ekspresi Interleukin-17
dan Luas Lesi Endometriosis

Penentuan dosis merupakan hal yang harus diperhatikan dalam pemberian
vitamin D karena dosis tinggi tidak otomatis menyebabkan modulasi makin kuat.
Vitamin D memiliki sifat non-monotonic dose-response terhadap berbagai mediator
inflamasi maupun hormon estrogen. Sifat ini menyebabkan adanya kontroversi
hasil penelitian klinis pengaruh vitamin D terhadap endometriosis khususnya dalam
perbaikan profil nyeri. Perbedaan dosis, frekuensi dan durasi pemberian
suplementasi mungkin menyebabkan perbedaan efektivitas vitamin D dalam
mengurangi nyeri endometriosis (Almassinokiani et al., 2016; Nodler et al., 2020;

Mehdizadehkashi et al., 2021). Hal ini menyebabkan perlunya diketahui dosis
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optimal vitamin D. Penelitian ini membandingkan rerata keluaran variabel antar
tingkat perlakuan untuk mengetahui dosis yang optimal.
6.5.1 Hubungan tingkat dosis vitamin D dengan ekspresi IL-17

Penelitian ini menunjukkan adanya perbedaan rerata ekspresi IL-17 pada
tingkat dosis yang berbeda. Ekspresi IL-17 pada mencit model endometriosis yang
diberi vitamin D menunjukkan perbedaan bermakna pada dosis 24 1U dibandingkan
dengan dosis 16 IU. Ekspresi IL-17 juga menunjukkan perbedaan pada dosis
vitamin D 8 IU dan 16 IU, meski tidak bermakna secara statistik. Hal ini
menunjukkan bahwa fungsi regulasi ekspresi 1L-17 tergantung dosis vitamin D
(dose-dependent).

Vitamin D diketahui memiliki fungsi sebagai imunomodulator. Fungsi
imunomodulasi ini erat kaitannya dengan kadar serum vitamin D. Kadar serum
vitamin D menunjukkan korelasi negatif dengan berbagai sitokin proinflamasi
antara lain IL-17A, IL-8 dan IL-6 (Roffe-Vazquez et al., 2019). Defisiensi berat
vitamin D dikaitkan dengan kejadian badai sitokin pada pasien COVID-19
(Daneshkhah et al., 2020). Risiko ini berkaitan dengan bioaktivasi IL-6 dan
produksi sitokin proinflamasi pada kondisi defisiensi vitamin D (Daneshkhah et al.,
2020).

Salah satu faktor yang mempengaruhi kadar serum vitamin D tubuh adalah
dosis suplementasi vitamin D. Penggunaan vitamin D sebagai suplementasi atau
untuk koreksi defisiensi memberikan hasil yang beragam. Pasien anemia Sickle Cell
yang diberikan vitamin D dosis 2000 1U menunjukkan penurunan kadar sitokin
proinflamasi termasuk IL-17 setelah 3 bulan (Adegoke et al., 2017). Suplementasi

vitamin D dosis tinggi hingga 60.000 IU jangka pendek dapat memperbaiki
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berbagai sitokin proinflamasi pada pasien COVID-19 (Rastogi et al., 2020). Hasil
yang berbeda didapatkan pada pemberian vitamin D dosis tunggal 200.000 U,
dimana tidak didapatkan pengaruh signifikan terhadap IL-17A dan sitokin
proinflamasi lainnya pada pasien COVID-19 sedang atau berat (Fernandes et al.,
2022). Serupa dengan Fernandez et al (2022), Yusupov et al (2010) juga mendapati
pemberian vitamin D dosis 2000 1U selama 3 bulan pada subyek dewasa sehat tidak
menyebabkan perubahan kadar sitokin yang bersirkulasi.

Metode pemberian oral mungkin mempengaruhi dose-dependent vitamin D.
Bioavailabilitas vitamin D merupakan fungsi berbagai faktor seperti absorpsi,
transportasi dan metabolisme. Hal ini disebabkan karena vitamin D melewati proses
metabolisme dari bentuk prekursor menjadi bentuk aktif (Maurya dan Aggarwal,
2017). Pemberian oral sendiri berpotensi menyebabkan stres pada mencit. Stres
dapat menyebabkan gangguan pada reseptor vitamin D (Lopez et al., 2020).

Faktor lain yang dapat mempengaruhi hubungan tingkat dosis vitamin D
dengan ekspresi IL-17 adalah pengaruh vitamin D terhadap estrogen. Vitamin D
diperkirakan mempengaruhi kadar estrogen melalui perbaikan kuantitas dan
kualitas oosit. Vitamin D bersama kalsium meningkatkan jumlah DNA, biogenesis
dan integrias mitokondria, serta ekpresi gen pengatur kemampuan antioksidan dan
anti-apoptotik sel granulosa. Hal ini menyebabkan peningkatan jumlah oosit.
Defisiensi vitamin D juga diketahui menyebabkan perubahan kadar serum estradiol
(Safari etal., 2022). Selain dapat menurunkan kadar estradiol, vitamin D pada kadar
tertentu ternyata dapat meningkatkan kadar estradiol melalui peningkatan ekspresi
enzim sterodogenesis (Hong et al., 2017) Estrogen sendiri diketahui merupakan

faktor penyebab pertumbuhan endometriosis yang utama (Giudice dan Kao, 2004).
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Estradiol merupakan bentuk estrogen yang utama dalam pertumbuhan dan
persistensi lesi endometriosis. Lesi endometriosis mampu memproduksi estradiol
secara lokal (de novo) karena tingginya ekspresi enzim aromatase dan StAR.
Estrogen diketahui juga memiliki kapasitas imunomodulasi yang mampu
meregulasi mediator proinflamasi seperti IFN-y, iNOS, dan Cox-2 (Khan et al.,
2010). Khan et al. (2010) menemukan estrogen meningkatkan produksi IL-17 dan
faktor transkripsi Retino Acid Related Orphan Receptor Gamma T (RORyt).
Pemberian vitamin D dengan demikian secara tidak langsung juga dapat
meningkatkan ekspresi IL-17 melalui pengaturan profil estrogen.

6.5.2 Hubungan tingkatan dosis vitamin D dengan luas lesi endometriosis

Data penelitian menunjukkan adanya perbedaan rerata luas lesi antar
kelompok yang diberikan dosis vitamin D yang berbeda. Dosis vitamin D yang
paling efektif dalam modulasi luas lesi endometriosis belum didapatkan karena
analisis statistik tidak menunjukkan kemaknaan terhadap perbedaan tersebut.
Penelitian ini, meski demikian, merekomendasikan dosis 24 IU sebagai dosis
optimal karena memberikan beda nilai p hasil uji rerata terbesar diantara kelompok
lain.

Penyerapan vitamin D oleh tubuh mencit dapat menjadi faktor yang
mempengaruhi dosis efektif dalam imunomodulasi. Penyerapan vitamin D
dipengaruhi oleh berbagai hal antara lain metabolisme lemak dan variasi genetik
pada protein yang mengatur serapan vitamin D pada usus. Bioavailabilitas vitamin
D merupakan fungsi berbagai faktor seperti absorpsi, transportasi dan metabolisme.
Makanan mungkin meningkatkan hingga 50% penyerapan vitamin D meski hal ini

masih menjadi kontroversi (Maurya dan Aggarwal, 2017). Pemberian makan dan
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minum mencit pada penelitian ini dilakukan ad libitum, tetapi mekanisme
memantau kondisi perut hewan saat administrasi vitamin D belum ada.

Vitamin D dapat mengatur estrogen melalui perbaikan kuantitas dan
kualitas oosit sebagaimana dibahas sebelumnya. Safari dkk menemukan pemberian
vitamin D dosis tinggi dapat memperbaiki profil sel granulosa (Safari et al, 2022)
Estrogen merupakan faktor penyebab pertumbuhan endometriosis yang utama
(Giudice dan Kao, 2004). Estradiol merupakan bentuk estrogen yang utama dalam
pertumbuhan dan persistensi lesi endometriosis. Lesi endometriosis mampu
memproduksi estradiol secara lokal, dimana kemampuan sintesis de novo karena
tingginya ekspresi enzim aromatase dan StAR. Selain estradiol yang diproduksi
lokal, estradiol sistemik juga mempengaruhi pertumbuhan lesi endometriosis meski
tidak sebesar pengaruh lokal. Dapat disimpulkan bahwa vitamin D memiliki dua
peran yang bertolak belakang dalam perkembangan lesi endomeriosis. Vitamin D
di satu sisi dapat menghambat pertumbuhan luas lesi melalui mekanisme inhibisi
angiogenesis, modulasi enzim-enzim yang mendegradasi matriks ekstraseluler, dan
modulasi sitokin. Vitamin D di sisi lain, mungkin mempengaruhi produksi estradiol

yang menyebabkan pertumbuhan lesi endometriosis.

6.6 Keunggulan dan Kebaruan Penelitian

Penelitian ini dapat membuktikan bahwa ekspresi IL-17 pada mencit model
endometriosis yang diberikan vitamin D secara bermakna lebih rendah
dibandingkan bila tidak diberikan vitamin D. Penelitian ini juga dapat membuktikan
bahwa luas lesi endometriosis secara bermakna lebih kecil dengan pemberian

vitamin D. Korelasi positif ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis dapat
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dibuktikan pada penelitian ini secara signifikan. Tingkat dosis vitamin D diketahui
mempengaruhi ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis pada penelitian ini.
Penelitian ini merekomendasikan vitamin D dosis 24 IU sebagai dosis yang optimal
dalam regulasi ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis.

Pengaruh vitamin D terhadap ekspresi IL-17 pada endometriosis sejauh ini
belum diketahui. Penelitian pengaruh vitamin D terhadap ekspresi IL-17 sejauh ini
baru dilakukan pada penyakit autoimun atau kondisi inflamasi kronis lainnya, baik
pada hewan coba maupun manusia. Peneliti juga belum menemukan penelitian
tentang hubungan variabel ekspresi IL-17 dengan luas lesi endometriosis.
Penelitian ini mampu menambahkan informasi ilmiah mekanisme modulasi lesi
endometriosis melalui regulasi ekspresi IL-17 oleh vitamin D. Modulasi ini terjadi
pada lesi endometriosis peritoneum derajat ringan tahap awal sesuai dengan tipe
model endometriosis pada penelitian ini.

Metode pemberian oral vitamin D juga merupakan unsur kebaruan
penelitian ini. Pemberian oral merupakan metode koreksi defisiensi atau
suplementasi vitamin D yang direkomendasikan pada manusia sehingga lebih
sesuai apabila nantinya dilakukan penelitian translasional terhadap manusia. Hasil
penelitian ini menunjukkan potensi vitamin D sebagai imunomodulator pada
endometriosis. Penelitian klinis lanjutan diperlukan untuk menggali lebih jauh

penggunaan vitamin D sebagai terapi suportif endometriosis.

6.7 Keterbatasan Penelitian

Penelitian ini memiliki beberapa keterbatasan. Keterbatasan pertama

berhubungan dengan perbedaan status vitamin D karena faktor bioavailabilitas. Hal
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ini disebabkan tidak ada pemeriksaan kadar vitamin D sebelum dan setelah
perlakuan. Pemeriksaan kadar vitamin D sebelum perlakuan ditujukan sebagai
pemeriksaan baseline vitamin D. Pemeriksaan kadar vitamin D setelah perlakuan
bertujuan menilai kadar pasca suplementasi. Pemberian makanan secara ad libitum
pada mencit menyebabkan tidak diketahuinya kondisi saluran cerna mencit saat
vitamin D diberikan. Vitamin D yang diberikan secara oral diserap lebih baik di
saluran cerna bila diberikan bersama dengan makanan yang mengandung lemak.
Vitamin D tetap dapat diserap meski dalam kondisi saluran cerna kosong atau tidak
bersama pembawa berbahan dasar lemak/minyak, tetapi kurang optimal (Silva dan
Furlanetto, 2018). Kondisi ini berpotensi menyebabkan vitamin D yang diberikan
tidak diserap secara optimal pada penelitian ini. Status polimorfisme genetik yang
berhubungan dengan sintesis endogen atau metabolisme vitamin D pada mencit
juga tidak diketahui. Hal-hal ini menyebabkan potensi perbedaan status vitamin D
mencit pada penelitian ini.

Penelitian ini juga tidak mengukur kadar estrogen mencit. Vitamin D
diketahui mempengaruhi produksi estrogen. Estrogen merupakan faktor kunci
perkembangan endometriosis dan mempengaruhi berbagai jalur inflamasi serta
angiogenesis. Pemeriksaan estrogen dilakukan dengan tujuan menghilangkan bias
pengaruh estrogen terhadap perjalanan endometriosis pada mencit.

Keterbatasan selanjutnya adalah tidak meneliti pengaruh vitamin D
terhadap komponen inflamasi lain, faktor survival sel endometrium di lokasi
ektopik dan faktor angiogenesis. Komponen inflamasi dapat berupa mediator
inflamasi dan sel-sel yang terlibat dalam proses inflamasi seperti makrofag.

Berbagai mediator inflamasi yang terlibat tetapi tidak diteliti pada penelitian ini
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antara lain IL-8, TNF-a, COX-2 dan PGE-2. Polarisasi makrofag ke arah tipe M2
yang erat kaitannya dengan kondisi inflamasi kronik juga merupakan faktor
inflamasi yang tidak diteliti. Faktor survival sel endometrium ektopik yang
berpotensi dimodulasi oleh vitamin D adalah kemampuan hambatan fagositosis
makrofag. VEGF sebagai faktor angiogenesis yang dimodulasi vitamin D juga tidak

diteliti.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1  Kesimpulan

1. Vitamin D dosis 24 IU dapat menyebabkan ekspresi IL-17 lebih rendah pada
lesi endometriosis peritoneum mencit model endometriosis.

2. Vitamin D dosis 16 1U dan 24 IU dapat menyebabkan luas lesi endometriosis
lebih kecil pada mencit model endometriosis.

3. Terdapat hubungan antara ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis. Kedua
variabel tersebut memiliki korelasi positif sedang secara signifikan.

4.  Terdapat hubungan antara tingkat dosis vitamin D dengan ekspresi IL-17 dan
luas lesi endometriosis. Dosis optimal vitamin D dalam menurunkan ekspresi

11-17 dan luas lesi endometriosis berdasarkan penelitian ini adalah 24 [U.

7.2 Saran

1. Meneliti kadar serum vitamin D pasca perlakuan sebagai patokan koreksi
kadar vitamin D dan pembanding kadar optimal modulasi vitamin D.

2. Meneliti kadar estradiol serum pasca perlakuan untuk mengetahui efek
vitamin D pada hormon estrogen dan mengetahui hubungan kadar estrogen
terhadap variabel penelitian lainnya.

3. Meneliti pengaruh vitamin D terhadap berbagai mediator inflamasi yang
berperan dalam proses patogenesis endometriosis dari sisi proses inflamasi

antara lain IL-8, TNF-a, COX-2, dan PGE-2 serta polarisasi makrofag.
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Meneliti pengaruh vitamin D terhadap kapasitas fagositosis makrofag sebagai
salah satu kunci survival sel pada patogenesis endometriosis.
5. Meneliti potensi vitamin D sebagai terapi suportif khususnya penelitian klinis

secara berkelanjutan.
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Lampiran 2

Olah Data dan Analisis Statistik

A. Interleukin-17
Tabel statistik deskriptif ekspresi IL-17

Statistics
K P1 P2 P3
Il Walid G G i i
Mean 6.883 5.733 6.250 3.233
Median 6.450 5.600 5.400 3.050
Std. Deviation 2.2427 2.8204 23730 3266
Minimum 45 28 36 3.0
Maxirmum 10.8 8.7 9.3 v

Uji normalitas data ekspresi interleukin-17 antar kelompok
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kelompok Statistic df Sig. Statistic df Sig.
IL-17 Kantrol A7E 6 200 928 6 568
F1 265 53 200 7o 53 057
P2 2289 G 200 870 G 227
= 325 G 047 738 [ 015

* This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Uji Kruskal Wallis ekspresi IL-17

Ranks
Kelompok M Mean Rank
IL-17  Kontrol 5 16.75
F1 5 1217
P2 & 15.50
P3 & 5.58
Total 24

Test Statisticsa’h

IL-17
Kruskal-Wallis H 9.057
df 3
Asymp. Sig. 028

a. Kruskal Wallis Test

b. Grouping Yariable:
Kelompok
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Uji perbandingan rerata ekpresi IL-17 antara kontrol dan perlakuan
a. Kelompok Kontrol dan P1

Ranks
Sum of
Kelompok I Mean Rank Ranks
IL-17  Kaontrol B 717 43.00
P1 i 5.83 35.00
Total 12
Test Statistics”
IL-17
Mann-Whitney U 14.000
Wilcoxan W 35.000
z -641
Asymp. Sig. (2-tailed) R22
Exact Sig. [2*(1-tailed 5g9P
Sig. )]
a. Grouping Variable: Kelompok
h. Mot corrected for ties.
b. Kelompok Kontrol dan P2
Ranks
Sum of
Kelompok I+l Mean Rank Ranks
IL-17  Kontrol G 7.08 42.50
P2 G 5.92 35.50
Total 12
Test Statistics®
IL-17
Mann-Whitney LI 14.500
Wilcoxon W 35.500
Z -.562
Asymp. Sig. (2-tailed) A7
Exact Sig. [2*(1-tailed 56g9°
Sig)]
a. Grouping Variable: Kelompok
h. Mot corrected for ties.
c. Kelompok Kontrol dan P3
Ranks
Sum of
Kelompok el Mean Rank Ranks
IL-17 Kontrol G 9.50 A7.00
FP3 [ 3.50 21.00
Total 12
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Test Statistics?

IL-17F
Mann-WWhitney L 000
Wilcoxon W 21.000
z -2.903
Asymp. Sig. (2-tailed) 004
Exact Sig. [2*(1-tailed .ooz2b

Sig.)]
a. Grouping Variable: Kelompok

b. Mot corrected for ties.

B. Luas lesi endometriosis
Tabel statistik deskriptif luas lesi endometriosis

Statistics
Kontrol F1 P2 P3
I B B B B
Mean 674600 23.BEET 16 8267 89317
Median 63.1650 17.6200 14 4550 5.0300
Std. Deviation 4572662 2758734 1613603  5.63503
Minimum .00 .00 .00 .00
Maxirmum 14214 6274 3354 26.09

Uji normalitas data Luas lesi endometriosis antar kelompok
Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Kelompok ~ Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Luas Lesi  Kontrol 243 f 2007 G827 f BET
P1 307 ] 081 828 ] 104
P2 262 G 2007 810 G 073
P3 283 f 144 85 f 1BA&
* This is a lower hound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Uji Homogenitas data luas lesi endometriosis antar kelompok
Test of Homogeneity of Variances
Levene
Statistic df df2 Sig.
Luas Lesi Based on Mean 1.836 3 20 AT73
Based on Median 1.822 3 20 ATE
Based on Median and 1.822 3 6.849 233
with adjusted df
Based on trimmed mean 1.852 3 20 A70
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ANOVA
Luas Lesi
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 12490774 3 4163.551 5196 .0oa
Within Groups 16025.951 20 801.298
Tatal 2B516.725 23

Uji ANOVA dan post hoc dengan Tukey HSD data luas lesi endometriosis

ANOVA
Luas Lesi
Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
Eetween Groups 12490774 3 4163.5M 5156 .008
Within Groups 16025.951 20 801.298
Total 28516.725 23
Multiple Comparisons
DependentVariahle: Luas Lesi
Tukey HSD
DiﬁEZ?:le " 95% Confidence Interval
() Kelompok  (J) Kelompok J) Std. Error Sig. Lower Bound  Upper Bound
Kontrol Bl 4350333 16.34117 065 -2.1502 g8.3368
P2 51.63333 16.34317 023 5.8808 §7.3768
F3 5852833 16.34317 009 12.7848 104.2718
F1 Kontrol -43.58333  16.34317 065 -89.3368 21502
P2 8.04000 16.34317 860 -37.7035 53.7835
F3 14893500 16.34317 798 -30.8085 G0.6785
P2 Kontrol -51.63333°  16.34317 023 -97.3768 -5.8898
F1 -8.04000 1634317 860 -63.7835 377035
F3 689500  16.34317 a74 -358.8485 52,6385
Bz Kontrol -58.52833°  16.34317 009 -104.2718 -12.7848
Bl -14.93500  16.34317 798 -G0.6785 30.8085
P2 -6.89500 1634317 a74 -H26385 38.8485

* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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C. Korelasi ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis

ANOVA Table
Sum of
Sguares df Mean Square F Sig.
Luas Lesi*IL-17  Between Groups  (Comhbined) 24675.047 16 1542190 2.810 .0as
Linearity 4220717 1 4220717 7.691 028
Deviation from Linearity 20454.330 15 1363.622 2,485 114
Within Groups 3841.678 7 548.81
Total 28516.725 23

Gambaran plot scatter untuk mengetahui linearitas variabel ekspresi IL-17 dan luas

lesi endometriosis
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Uji korelasi Spearman variabel ekspresi IL-17 dan luas lesi endometriosis

R Linear = 0.148

Correlations
Luas Lesi IL-17
Spearman's rho Luas Lesi  Caorrelation Coefficient 1.000 505
Sig. (2-tailed) 012
I 24 24
IL-17 Correlation Coefficient 505 1.000
Sig. (2-tailed) 012
M 24 24

* Correlation is significant atthe 0.05 level (2-tailed).
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D. Hubungan tingkat dosis dan Ekspresi IL-17 serta luas lesi endometriosis
Uji Statistik untuk mengetahui adanya membandingkan tingkat dosis vitamin
D yang berbeda dengan ekspresi IL-17
a. Antara kelompok P1 dan P2

Ranks
Sum of
Kelompok I Mean Rank Ranks
IL-17  P1 ] 5.67 34.00
[ 5] 7.33 44.00
Total 12
Test Statistics”
IL-17
Mann-Whitney L 13.000
Wilcoxon W 34.000
Z -.802
Asymp. Sig. (2-tailed) 423
Exact Sig. [2*(1-tailed 4g5P
Sig.]
a. Grouping Variahle: Kelompok
h. Mot corrected for ties.
b. Antara kelompok P1 dan P3
Ranks
Sum of
Kelompok [+l Mean Ranlk Fanks
[L-17 P1 i 767 46.00
P3 i 533 32.00
Total 12

Test Statistics®

IL-17
Mann-Whitney LI 11.000
Wilcoxon W 32.000
z -1.143
Asymp. Sig. (2-tailed) 253
Exact Sig. [2*(1-tailed 3100

Sig.]
a. Grouping Variahle: Kelompok

lr. Mot corrected for ties.

c. Antara kelompok P2 dan P3
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Ranks
Sum of
Kelompok M Mean Ranik Fanks
IL-17 P2 ] 9.25 55.60
F3 ] 375 22.50
Total 12

Test Statistics®

IL-17
Mann-Whitney LI 1.500
Wilcoxon W 22600
z -2.670
Asymp. Sig. (2-tailed) .00a
Exact Sig. [2*(1-tailed o4t

Sig.J]
a. Grouping Variahle: Kelompok

lr. Mot corrected for ties.

Uji statistik untuk mengetahui perbedaan tingkatan dosis vitamin D dengan luas lesi
endometriosis

Multiple Comparisons

DependentVariable: Luas Lesi

Tukey HSD
Mean 95% Confidence Interval
Difference (|-

(I Kelompok  (J) Kelompok J) St Errar Sig. Lower Bound  Upper Bound
Kantral P1 4359333 16.34317 064 -2.1502 89.3368
P2 5163333 16.34317 023 588498 497 3768
F3 5852833 16.34317 009 12.7848 104.2718
Kantrol -43.59333 163437 0645 -89.3368 215602
P2 9.04000 16.34317 860 -37.7035 53.7835
[ 14.83500 16.34317 798 -30.8085 60.6785
P2 Kantrol -51.63333°  16.34317 023 -97.3768 -5.8898
P1 -8.04000  16.34317 960 -53.7835 37.7035
| F3 6.89500 16.34317 874 -38.8485 52.6385
P3 Kantrol 5852833 1634317 0og -104.2718 -12.7848
P1 -14.93500 1634317 798 -60.6785 30.8085
P2 -6.89500  16.34317 874 -52.6385 38.8485

* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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