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RINGKASAN

PENGARUH ENDOMETRIOSIS TERHADAP KADAR ATP SEL KUMULUS,
JUMLAH MITOKONDRIA DAN TINGKAT MATURASI OOSIT PADA
KOMPLEKS OOSIT-KUMULUS PASCA OVULASI MENCIT MODEL

ENDOMETRIOSIS

I. Latar Belakang

Pada endometriosis diketahui terjadi penurunan kualitas oosit. Hal ini diduga disebabkan
oleh faktor inflamasi seperti TNF-a yang menyebabkan apoptosis sel - sel kumulus (Carlberg
et al., 2000). Oleh karena pada maturasi oosit, nutrisi yang penting seperti adenosin trifosfat
(ATP) terutama diproduksi oleh sel — sel kumulus untuk disuplai ke oosit (Su et al., 2008;
Sugiura et al., 2007), maka apoptosis pada sel kumulus diduga akan mengganggu fungsinya
untuk mendukung pertumbuhan oosit yang akhirnya dapat menyebabkan gangguan maturasi
pada oosit.

Proses maturasi oosit melibatkan maturasi inti dan sitoplasma. Maturasi sitoplasma
meliputi peningkatan populasi dan redistribusi organel seperti mitokondria (Collado-
Fernandez et al., 2012). Mitokondria adalah salah satu organel terpenting dalam menentukan
kualitas oosit dimana mitokondria mengatur potensi perkembangan oosit melalui banyak jalur
seperti pembentukan ATP, regulasi Ca?*, dan pemeliharaan intracellular redox potential (IRP).
Untuk membelah, mitokondria memerlukan senyawa ATP yang diambil dari sitoplasma
(Chiaratti et al., 2018). Penurunan suplai ATP dari sel - sel kumulus diduga akan
mempengaruhi jumlah populasi mitokondria pada oosit yang akhirnya menyebabkan gangguan
maturasi pada oosit.

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh endometriosis terhadap kadar ATP
sel sel kumulus, jumlah mitokondria dan tingkat maturasi pada oosit. Mengingat penelitian
pada manusia untuk mengetahui pengaruh endometriosis terhadap oosit terkendala etika, maka
pada penelitian ini menggunakan oosit mencit sebagai model endometriosis.

II. Metode dan Bahan

Penelitian ini menggunakan hewan coba mencit untuk model endometriosis. Terdapat 32
mencit yang terbagi dalam 2 kelompok, yaitu kelompok kontrol (PO) dan kelompok
endometriosis (P1). Pada kelompok kelompok P1, kami membuat mencit model endometriosis
dengan menurunkan kekebalan tubuhnya, kemudian menyuntikkan endometrium manusia
secara intraperitoneal. Untuk merangsang pertumbuhan endometrium, diberikan suntikan
estrogen. Empat belas hari setelah penyuntikan endometrium intraperitoneal, diharapkan sudah
menjadi mencit model endometriosis. Pada kelompok kontrol, dilakukan penyuntikan placebo.
Semua kelompok mencit kemudian dilakukan superovulasi dengan pemberian suntikan PMSG
dan hCG serta dikawinkan dengan mencit jantan yang telah dilakukan vasektomi. Induksi
birahi dengan mengawinkan dengan mencit jantan diperlukan untuk memicu terjadinya ovulasi
pada mencit coba. 17 jam pasca suntikan hCG, semua mencit diterminasi untuk dikoleksi
kompleks oosit-kumulus (KOK) dari kantong fertilisasi. Sel — sel kumulus dan oosit kemudian
dipisahkan dengan bantuan enzim hyaluronidase. Sel sel kumulus yang didapat kemudian
dilakukan pemeriksaan kadar ATP dengan tehnik Elisa. Pengukuran kadar ATP dengan
menggunakan Mouse Adenosine triphosphate ELISA Kit, (Cat. No. E0665Mo, Bioassay
Technology Laboratory) dan dilakukan dengan pembacaan absorbansi pada panjang
gelombang 450 nm. Oosit yang didapat kemudian dilakukan pemeriksaan jumlah mitokondria
menggunakan confocal laser scanning microscope (CLSM). Data yang diperoleh kemudian
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diolah dengan menggunakan perangkat lunak khusus OLYMPUS FLUOVIEW Ver.4.2a di
komputer. Tingkat maturasi oosit dievaluasi menggunakan mikroskop inverted dengan
pembesaran 200x. Tanda pencapaian maturasi oosit ditentukan bila telah mencapai tahap
Metafase I dengan polar body I telah dilepaskan.

II1. Hasil

Dari 16 mencit kelompok PO dan 16 mencit kelompok P1, semua mengalami ovulasi.
Terdapat peningkatan signifikan kadar ATP pada sel — sel kumulus kelompok P1 dibandingkan
kelompok PO (p<0,05) dengan nilai rerata pada kelompok endometriosis 30,15 ng/ml dan
kelompok kontrol 25,84 ng/ml. Jumlah mitokondria oosit pada kelompok P1 meningkat
bermakna dibandingkan kelompok PO (p<0,05) dengan nilai rerata pada kelompok
endometriosis 406503,25 dan kelompok kontrol 208875. Tingkat maturasi oosit pada
kelompok PO lebih tinggi secara bermakna dibandingkan kelompok P1 dengan rerata pada
kelompok kontrol 36,27 % dan kelompok endometriosis 19,91 % (p<0,05).

Hasil uji korelasi antara kadar ATP sel kumulus dan jumlah mitokondria oosit
menunjukkan adanya hubungan bermakna antara kadar ATP sel kumulus dengan jumlah
mitokondria oosit (p<0,01) dengan tingkat pengaruh kadar ATP sel kumulus terhadap jumlah
mitokondria oosit sebesar 46 %. Uji korelasi antara kadar ATP sel kumulus dan tingkat
maturasi oosit menunjukkan tidak adanya hubungan bermakna (p>0,01). Demikian pula hasil
uji korelasi antara jumlah mitokondria oosit dan tingkat maturasi oosit menunjukkan tidak
adanya hubungan bermakna (p>0,01). Meskipun kadar ATP sel kumulus maupun jumlah
mitokondria oosit terhadap tingkat maturasi oosit menunjukkan tidak adanya hubungan
bermakna, hasil kurva ROC menunjukkan jumlah mitokondria oosit (AUC=0.672) cenderung
lebih baik daripada kadar ATP sel kumulus (AUC=0.656) dalam menentukan tingkat maturasi
oosit.

IV. Pembahasan

Hasil penelitian kami menunjukkan bahwa kadar ATP pada kelompok endometriosis
didapatkan peningkatan yang bermakna dibandingkan dengan kelompok kontrol (p<0,05). Hal
ini mungkin dikarenakan apoptosis yang terjadi pada sel — sel kumulus terjadi belum sempurna
atau masih pada tahap awal dimana viabilitas sel - sel kumulus masih diatas 50% (Zamaraeva
et al., 2005).

Apoptosis adalah bentuk kematian sel yang membutuhkan energi. Rangsangan apoptosis
seperti TNF-o menginduksi elevasi secara signifikan tingkat ATP sitoplasma. Peristiwa
eksekusi dalam apoptosis, seperti aktivasi caspase dan fragmentasi DNA, terjadi dengan
adanya kelebihan ATP sitoplasma. Dengan demikian, peningkatan ATP sitoplasma merupakan
persyaratan mutlak untuk proses kematian sel secara apoptosis. Sinyal ATP dari populasi sel
yang diinduksi terjadinya apoptosis kembali ke tingkat seperti kelompok kontrol ketika
viabilitas sel tinggal 50%. Penurunan bertahap berikutnya dari sinyal ATP sitoplasma dikaitkan
dengan peningkatan jumlah sel mati (Zamaraeva et al., 2005).

Hasil penelitian kami juga mendapatkan jumlah mitokondria di dalam oosit pada
kelompok endometriosis didapatkan jumlah yang lebih tinggi secara signifikan dibandingkan
jumlah mitokondria pada kelompok kontrol (p<0,05). Hal ini mungkin dikarenakan adanya
peningkatan suplai kadar ATP dari sel — sel kumulus yang merangsang peningkatan jumlah
mitokondria di dalam oosit selama proses oogenesis.

Proses penambahan jumlah mitokondria melibatkan DYNAMO], yaitu molekul penting
untuk pembelahan mitokondria dan sering disebut sebagai mesin pembelahan mitokondria
(MD, mitochondrial division). DYNAMO1 menghasilkan GTP pada cincin mesin MD,
berfungsi sebagai sumber energi yang diambil dari ATP sitoplasma untuk penyempitan mesin
pembelahan mitokondria. Disini, sumber energi untuk penyempitan mesin MD didapatkan
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secara lokal di sitoplasma sekitar lokasi pemotongan membran selama pembelahan
mitokondria (Imoto et al., 2018). Oleh karena itu, dengan adanya peningkatan kadar ATP di
sel kumulus, maka oosit mendapatkan suplai energi yang lebih tinggi pula. DYNAMOI1
mendapat suplai ATP yang sangat berlimpah dari sel - sel kumulus yang mungkin mendorong
peningkatan replikasi mitokondria lebih banyak dari kontrol. Hal ini sesuai dengan uji korelasi
yang mendapatkan hubungan bermakna antara peningkatan kadar ATP sel — sel kumulus
dengan peningkatan jumlah mitokondria di dalam oosit (p<0,01).

Tingkat maturasi oosit pada kelompok endometriosis didapatkan lebih rendah secara
signifikan dibandingkan tingkat maturasi oosit pada kelompok kontrol (p<0,05). Hal ini sangat
kontradiktif dimana terjadi peningkatan jumlah mitokondria di dalam oosit. Dengan banyaknya
mitokondria di dalam oosit endometriosis, seharusnya oosit mempunyai sumber daya yang
sangat cukup dan mandiri untuk melanjutkan maturasinya setelah hubungannya dengan sel —
sel kumulus rusak pasca lonjakan LH. Hal ini mungkin karena meskipun secara kuantitatif,
jumlah mitokodria bertambah, secara kualitatif tidak. Hal ini didukung dengan uji korelasi
dimana tidak didapatkan hubungan bermakna antara jumlah mitokondria oosit dengan tingkat
maturasi oosit (p>0,01). Namun, tentunya perlu studi lebih lanjut untuk memastikan hal ini.

Kejadian ini dapat dijelaskan dengan efek samping peningkatan ATP di mitokondria.
Seperti diketahui, proses fosforilasi oksidatif di mitokondria memberikan efek samping
terbentuknya radikal bebas (Dumollard ef al., 2009; Van Blerkom, 2011; Zorov et al., 2014).
Endometriosis sendiri selain memicu apoptosis juga menyebabkan peningkatan ROS melalui
disfungsi mitokondria sel — sel kumulus (Zhang ef a/., 2017). ROS mitokondria dapat merusak
DNA dengan menghasilkan berbagai kerusakan DNA seperti basa teroksidasi dan pemutusan
rantai DNA (Maynard et al., 2009) Dengan demikian, selain ATP, ROS yang terbentuk pada
sel - sel kumulus juga meningkat dan ikut masuk disebarkan ke dalam oosit melalui TZPs.
mtDNA diketahui sensitif terhadap adanya ROS ini, dan paparannya menyebabkan terjadinya
kerusakan pada mtDNA.

Penjelasan lain yang mungkin adalah pada endometriosis terjadi peningkatan radikal
bebas akibat kelebihan zat besi yang melebihi kapasitas penyimpanan makrofag (Defrére et al.,
2008). Sesuai hipotesis dari Carlberg et al., dimana komponen inflamasi dalam cairan
peritoneum pada wanita dengan endometriosis dapat berdifusi ke dalam folikel ovarium
(Carlberg et al., 2000), radikal bebas ini akan berdifusi masuk kedalam folikel termasuk oosit
sehingga menyebabkan mtDNA oosit terpapar dan menyebabkan kerusakan.

Penelitian ini juga melakukan uji korelasi terhadap kadar ATP dengan tingkat maturasi
oosit dan tidak didapatkan hubungan yang bermakna antara keduanya. Hal ini sesuai dengan
teori bahwa sel — sel granulosa mendukung maturasi oosit hingga sebelum terjadi lonjakan LH.
Oosit melanjutkan proses maturasi setelah lonjakan LH secara mandiri menggunakan organel
yang dimilikinya sendiri. Hal inipun juga didukung, meskipun tidak ada korelasi signifikan
antara kadar ATP sel — sel kumulus ataupun jumlah mitokondria oosit dengan tingkat maturasi
oosit, hasil kurva ROC kadar ATP sel kumulus atau jumlah mitokondria oosit terhadap tingkat
maturasi oosit menunjukkan bahwa jumlah mitokondria oosit (AUC=0.672) cenderung lebih
baik daripada kadar ATP sel kumulus (AUC=0.656) dalam menentukan tingkat maturasi oosit.

V. Kesimpulan

Didapatkan peningkatan kadar ATP sel kumulus maupun jumlah mitokondria oosit pada
mencit model endometriosis dan penurunan tingkat maturasi mencit model endometriosis.
Peningkatan kadar ATP sel kumulus selaras dengan peningkatan jumlah mitokondria oosit.
Tidak terdapat hubungan bermakna antara kadar ATP sel kumulus maupun jumlah mitokondria
terhadap tingkat maturasi oosit metaphase II (Pbl) walaupun jumlah mitokondria oosit
cenderung lebih baik dalam menentukan tingkat maturasi oosit daripada kadar ATP sel
kumulus.
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PENGARUH ENDOMETRIOSIS TERHADAP KADAR ATP SEL KUMULUS,
JUMLAH MITOKONDRIA DAN TINGKAT MATURASI OOSIT PADA
KOMPLEKS OOSIT-KUMULUS PASCA OVULASI MENCIT MODEL

ENDOMETRIOSIS

M.Y. Ardianta Widyanugraha, Widjiati, Hendy Hendarto

ABSTRAK

Latar Belakang : Endometriosis menyebabkan penurunan kualitas oosit akibat apoptosis sel
kumulus namun mekanismenya belum dipahami.

Tujuan : Menganalisis pengaruh endometriosis terhadap kadar ATP sel kumulus, jumlah
mitokondria dan tingkat maturasi oosit.

Desain Studi, Sampel, Tempat dan Waktu : penelitian frue experimental dengan desain post
test only control group pada hewan coba, bulan Maret - April 2022 di Fakultas Kedokteran
Hewan Universitas Airlangga dan Laboratorium Sentral [lmu Hayati Universitas Brawijaya.
Materi dan Metode : 32 ekor mencit dibagi menjadi kelompok kontrol dan endometriosis.
Kompleks oosit-kumulus (KOK) diperoleh dari semua kelompok. Sel kumulus diperiksa kadar
ATP dengan tehnik Elisa, jumlah mitokondria dievaluasi dengan confocal laser scanning
microscope dan tingkat maturasi oosit dengan mikroskop inverted.

Hasil : Kadar ATP sel kumulus dan jumlah mitokondria kelompok endometriosis meningkat
bermakna dibandingkan kelompok kontrol (p<0,05; p<0,05) sedangkan tingkat maturasi oosit
lebih rendah secara bermakna (p<0,05). Didapatkan hubungan bermakna antara kadar ATP sel
kumulus dengan jumlah mitokondria oosit (p<0,01). Kadar ATP sel kumulus maupun jumlah
mitokondria oosit tidak didapatkan hubungan bermakna dengan tingkat maturasi oosit (p>0,01;
p>0,01). Kurva ROC menunjukkan jumlah mitokondria oosit (AUC=0.672) cenderung lebih
baik daripada kadar ATP sel kumulus (AUC=0.656) dalam menentukan tingkat maturasi oosit.
Kesimpulan : Kadar ATP sel kumulus maupun jumlah mitokondria oosit meningkat
sedangkan tingkat maturasi oosit turun pada mencit model endometriosis. Didapatkan korelasi
antara peningkatan kadar ATP sel kumulus dengan peningkatan jumlah mitokondria oosit,
namun tidak antara keduanya terhadap tingkat maturasi oosit.

Kata kunci : Endometriosis, ATP, sel kumulus, mitokondria, oosit.
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