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RINGKASAN

PENGARUH ENDOMETRIOSIS TERHADAP MALONDIALDEHIDA
(MDA) DAN 8-HYDROXY-2-DEOXYGUANOSINE (8-OHdG)
PADA OOSIT MENCIT MODEL ENDOMETRIOSIS

I. Latar Belakang

Mekanisme endometriosis menyebabkan infertilitas sampai saat ini belum
dapat dijelaskan sepenuhnya. Dari beberapa penelitian, endometriosis berhubungan
dengan rendahnya angka kehamilan, dimana endometriosis diduga mempengaruhi
proses implantasi embrio di endometrium dan keberhasilan kehamilan pada pasien
yang menjalani in vitro fertilization (IVF) (Xu et al., 2015). Fertilisasi dan tingkat
pembelahan oosit juga dilaporkan oleh Carlberg et al lebih rendah pada wanita
dengan endometriosis yang menjalani IVF dibandingkan wanita tanpa
endometriosis. Hal ini diduga terkait dengan gangguan fungsi oosit oosit (Carlberg
et al., 2000).

Literatur menunjukkan bahwa stres oksidatif menjadi faktor potensial yang
terlibat dalam patogenesis, pembentukan, dan perkembangan endometriosis
(Carvalho et al., 2013). Peningkatan ROS di ovarium memicu terjadinya
peroksidasi lipid pada rantai samping Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) dari
membran plasma maupun organel intraseluler yang mengandung lipid
(Mohammadi, 2019). Oosit diketahui memiliki kandungan lipid yang cukup tinggi,
sehingga dapat sangat terpengaruh oleh proses peroksidasi lipid (Dunning et al,
2014). Malondialdehida (MDA) merupakan salah satu produk sekunder proses
peroksidasi lipid yang paling sering digunakan sebagai biomarker untuk kerusakan
membran sel. Pemeriksaan kadar MDA dipilih sebagai salah satu indikator atau
penanda biologis utama untuk menunjukkan derajat peroksidasi lipid maupun
kerusakan oksidatif yang terjadi pada membran sel dan Deoxyribonucleic Acid
(DNA) (Enechukwu et al., 2019). Pada inti sel dan DNA mitokondria, 8-Aydroxy-
2-deoxyguanosine (8-OHdG) adalah salah satu hasil dari kerusakan oksidatif yang
diinduksi oleh radikal bebas khususnya radikal hidroksil (HO¢). Produksi 8-OHdG
disebabkan oleh karena terjadinya oksidasi pada salah satu basa penyusun DNA
yaitu basa guanin (G). Basa guanin (G) sebagai basa nukleus yang paling poten
terhadap radikal bebas akan teroksidasi dalam DNA genom sehingga dapat
menyebabkan mutasi transversi atau Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) pada
urutan nukleotida DNA (Valavanidis ef al, 2009; Ock et al., 2012).

Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis pengaruh endometriosis
terhadap MDA dan 8-OHdG. Mengingat penelitian pada manusia untuk
mengetahui pengaruh endometriosis terhadap oosit terkendala etika, maka pada
penelitian ini menggunakan oosit mencit sebagai model endometriosis.
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II. Metode dan Bahan

Penelitian ini menggunakan hewan coba mencit untuk model endometriosis.
Terdapat 32 mencit yang terbagi dalam 2 kelompok, yaitu kelompok perlakuan
(PO) dan kelompok kontrol (P1). Pada kelompok kelompok PO, kami membuat
mencit model endometriosisdengan menurunkan kekebalan tubuhnya, kemudian
menyuntikkan endometrium manusia secara intraperitoneal. Untuk merangsang
pertumbuhan endometrium, diberikan suntikan estrogen. Empat belas hari setelah
penyuntikan endometrium intraperitoneal, diharapkan sudahmenjadi mencit model
endometriosis. Pada kelompok kontrol, dilakukan penyuntikan plasebo. 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. Tujuh belas 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. Oosit permencit yang didapat dibagi 2 kemudian
dilakukan pemeriksaan kadar MDA dan 8-OHdG dengan tehnik ELISA.
Pengukuran kadar MDA dengan menggunakan ELISA Kit Bioassay Technology
Laboratory (Cat.No EO0156Ra) dan kadar 8-OHdG dengan Kit Elabscience
(Catalog No : E-EL-0028). Data yang diperoleh kemudian diolah dengan
menggunakan perangkat lunak SPSS untuk uji statistik.

I11. Hasil

Besar sampel yang digunakan sebanyak 32 ekor mencit yang telah
memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi. Penelitian ini melibatkan 2 kelompok
mencit, yaitu kelompok perlakuan (mencit betina model endometriosis) dan
kelompok kontrol (mencit betina sehat). Masing-masing kelompok terdiri dari 16
ekor mencit. Oosit tiap mencit dibagi 2, masing untuk pemeriksaan MDA dan 8-
OHdJG.

Terdapat kadar MDA lebih tinggi secara bermakna pada kelompok
perlakuan dibandingkan kelompok kontrol (p<0,05) dengan nilai rerata pada
kelompok endometriosis 1,238 nmol/mL dan kelompok kontrol 1,214 nmol/mL.
Kadar 8-OHdG juga didapatkan lebih tinggi secara bermakna pada kelompok
perlakuan dibandingkan kelompok kontrol (p<0,05) dengan nilai rerata pada
kelompok endometriosis 11,775 pg/mL dan kelompok kontrol 6,143 pg/mL.

Hasil uji korelasi antara kadar MDA terhadap kadar 8-OHdG oosit
kelompok perlakuan (mencit model endometriosis) menunjukkan tidak adanya
hubungan yang bermakna (p>0,05).

xii
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IV. Pembahasan

Peroksidasi lipid merupakan proses di mana radikal bebas menyerang lipid
yang mengandung ikatan rangkap karbon, terutama asam lemak tak jenuh ganda
(PUFA) yang melibatkan abstraksi hidrogen dari karbon, dengan penyisipan
oksigen yang menghasilkan radikal peroksil lipid dan hidroperoksida. Dua ROS
paling umum yang dapat mempengaruhi lipid secara mendalam yaitu radikal
hidroksil (HO-) dan hidroper-oksil (HO-2). Radikal hidroksil menyebabkan
kerusakan oksidatif pada sel karena mereka secara tidak spesifik menyerang
biomolekul yang terletak kurang dari beberapa nanometer dari tempat
pembentukannya(Ayala et al, 2014).

Malondialdehida (MDA) merupakan suatu molekul yang dihasilkan sebagai
produk samping dari proses peroksidasi lipid yang dipicu oleh ROS di ovarium.
Malondialdehida (MDA) merupakan produk yang paling mutagenik dari reaksi
peroksidasi lipid. Peroksidasi lipid yang dipengaruhi oleh radikal hidroksil akan
menghasilkan MDA yang tinggi. Pada proses oogenesis, pengaruh stres oksidatif
belum diketahui dengan jelas. Stres oksidatif diduga mempengaruhi proses
pembentukan spindel kromosom yang mengarah ke aneuploidi (Ayala ez al., 2014;
Paine et al., 2013). Pada penelitian ini Malondialdehida (MDA) terbukti meningkat
dan berbeda bermakna antara perlakuan dan kontrol (p<0,05).

Senyawa = 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdAG) adalah salah satu
biomarker paling penting dari kerusakan DNA yang disebabkan oleh radikal bebas.
Sebuah studi membuktikan bahwa kadar 8-OHdG lebih tinggi dalam cairan
peritoneum pasien dengan endometriosis daripada cairan dari kelompok kontrol.
Wanita dengan endometriosis mengalami stres oksidatif yang lebih tinggi dan
memiliki tingkat kerusakan DNA yang diinduksi radikal bebas yang lebih tinggi
(Gupta et al, 2015). Pendapat ini didukung oleh penelitian Broi ef a/, dimana pada
penderita endometriosis didapatkan peningkatan 8-OHdG yang bermakna pada
pemeriksaan zalir peritoneum. Data ini menunjukkan terjadinya kerusakan akibat
stres oksidatif pada DNA dalam lingkungan mikro, sehingga dapat membahayakan
kualitas gamet. Menurut Seino et al 2002, konsentrasi tinggi 8-OHdG dalam sel
granulosa wanita infertil yang menjalani fertilisasi in vitro (IVF) berkorelasi negatif
dengan tingkat pembuahan dan kualitas embrio (Broi et al, 2016). Kerusakan
kromosom akibat peningkatan ROS dan terjadinya kerusakan DNA pada oosit
dapat berupa abnormal meiosis spindel dan misalignment kromosom (Hendarto,
2012). Berdasarkan penelitian yang kami lakukan, didapatkan adanya perbedaan
yang bermakna antara oosit mencit model endometriosis dan kontrol (p<0,05).

Dari uji korelasi yang kami lakukan antara kadar MDA dan 8-OHdG
didapatkan hubungan yang tidak bermakna (p>0,05). Hal ini berbeda jika
dihubungkan dengan teori bahwa peroksidasi lipid pada oosit penderita
endometriosis menghasilkan MDA yang lebih tinggi melalui proses enzimatik
maupun non-enzimatik dan mengakibatkan rusaknya DNA. Hasil ini menunjukkan
bahwa stres oksidatif yang terjadi pada peroksidasi lipid mungkin tidak secara
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langsung mempengaruhi kerusakan DNA atau tingginya faktor-faktor inflamasi
pada zalir peritoneum dapat langsung mempengaruhi kerusakan DNA tanpa melalui
peroksidasi lipid. Oleh sebab itu diperlukan penelitian komprehensif lebih lanjut
untuk melihat apakah ada jalur lain yang menghubungkan pengaruh stres oksidatif
terhadap kerusakan DNA.

V. Simpulan

Didapatkan kadar Malondialdehida (MDA) dan kadar 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine (8-OHdG) lebih tinggi pada oosit mencit meodel endometriosis
dibanding mencit kontrol. Tidak terdapat hubungan bermakna antara kadar
Malondialdehida (MDA) terhadap kadar 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG)
mencit model endometriosis.

X1v

KARYA AKHIR PENGARUH ENDOMETRIOSIS TERHADAP... SAMRICHARD RAMBULANGI



IR- PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

SUMMARY

EFFECT OF ENDOMETRIOSIS ON MALONDIALDEHYDE (MDA) AND
8-HYDROXY-2-DEOXYGUANOSINE (8-OHdG) ON ENDOMETRIOSIS
MOUSE OOCYTES

I. Background

The mechanism by which endometriosis causes infertility has not yet been
fully elucidated. From several studies, endometriosis is associated with low
pregnancy rates, where endometriosis is thought to affect the process of
implantation of embryos in the endometrium and the success of pregnancy in
patients undergoing in vitro fertilization (IVF) (Xu et al., 2015). Fertilization and
oocyte division rates were also reported by Carlberg et al to be lower in women
with endometriosis undergoing IVF than in women without endometriosis. This is
thought to be associated with impaired oocyte oocyte function (Carlberg et al.,
2000).

The literature indicates that oxidative stress is a potential factor involved in
the pathogenesis, formation, and development of endometriosis (Carvalho et al.,
2013). Increased ROS in the ovaries triggers lipid peroxidation in the side chains of
Polyunsaturated Fatty Acid (PUFA) from plasma membranes and intracellular
organelles containing lipids (Mohammadi, 2019). Oocytes are known to have a
fairly high lipid content, so they can be strongly affected by the lipid peroxidation
process (Dunning et al, 2014). Malondialdehyde (MDA) is one of the secondary
products of the lipid peroxidation process which is most often used as a biomarker
for cell membrane damage. Examination of MDA levels was chosen as one of the
main biological indicators or markers to show the degree of lipid peroxidation and
oxidative damage that occurs in cell membranes and Deoxyribonucleic Acid (DNA)
(Enechukwu et al., 2019). In the cell nucleus and mitochondrial DNA, 8-hydroxy-
2-deoxyguanosine (8-OHdG) is one of the products of oxidative damage induced
by free radicals, especially hydroxyl radicals (HO¢). The production of 8-OHdG is
caused by the oxidation of one of the DNA constituent bases, namely the guanine
(G) base. Guanine base (G) as the most potent nuclear base against free radicals
will be oxidized in genomic DNA so that it can cause transversion mutations or
Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) in DNA nucleotide sequences
(Valavanidis et al, 2009; Ock et al., 2012).

This study aimed to analyze the effect of endometriosis on MDA and 8-
OHdG. Considering that research in humans to determine the effect of
endometriosis on oocytes has ethical constraints, this study uses mouse oocytes as
a model of endometriosis.
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II. Methode and Materials

This study used mice as experimental animals for endometriosis models.
There were 32 mice divided into 2 groups, namely the treatment group (P0) and the
control group (P1). In the PO group, we made mice model of endometriosis by
lowering their immunity, then injected human endometrium intraperitoneally. To
stimulate the growth of the endometrium, given an injection of estrogen. Fourteen
days after intraperitoneal injection of the endometrium, it was expected that the
mice had become models of endometriosis. In the control group, a placebo was
injected. All groups of mice were then superovulated by giving PMSG and hCG
injections and mated with male mice that had been vasectomy. Induction of lust by
mating with male mice is needed to trigger ovulation in experimental mice.
Seventeen hours after hCG injection, all mice were terminated for collection of
oocyte-cumulus complex (COC) from the fertilization bag. The cumulus cells and
oocytes were then separated with the help of the hyaluronidase enzyme. The mice
oocytes obtained were divided into 2 and then the levels of MDA and 8-OHdG were
examined using the ELISA technique. Measurement of MDA levels using the
ELISA Kit Bioassay Technology Laboratory (Cat.No EO156Ra) and levels of 8-
OHAG using the Elabscience Kit (Catalog No: E-EL-0028). The data obtained were
then processed using SPSS software for statistical tests

II1. Results

The sample size used was 32 mice that met the inclusion and exclusion
criteria. This study involved 2 groups of mice, namely the treatment group (female
endometriosis model mice) and the control group (healthy female mice). Each
group consisted of 16 mice. The oocytes of each mouse were divided into 2,
respectively for the examination of MDA and §-OHdG.

There were significantly higher MDA levels in the treatment group than the
control group (p<0.05) with the mean value in the endometriosis group being 1.238
nmol/mL and the control group 1.214 nmol/mL. 8-OHdG levels were also found to
be significantly higher in the treatment group than the control group (p<0.05) with
the mean value in the endometriosis group being 11.775 pg/mL and the control
group 6.143 pg/mL.

The results of the correlation test between MDA levels and 8-OHdG oocytes
in the treatment group (endometriosis mice) showed no significant relationship
(p>0.05).

IV. Discussion

Lipid peroxidation is a process in which free radicals attack lipids
containing carbon double bonds, especially polyunsaturated fatty acids (PUFA)
involving the abstraction of hydrogen from carbon, with the insertion of oxygen to
produce lipid peroxyl radicals and hydroperoxides. The two most common ROS
that can profoundly affect lipids are hydroxyl radicals (HO-) and hydroper-oxyl
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(HO-2). Hydroxyl radicals cause oxidative damage to cells because they
nonspecifically attack biomolecules located less than a few nanometers from the
site of formation (Ayala et al, 2014).

Malondialdehyde (MDA) is a molecule produced as a by-product of the
lipid peroxidation process triggered by ROS in the ovaries. Malondialdehyde
(MDA) is the most mutagenic product of the lipid peroxidation reaction. Lipid
peroxidation influenced by hydroxyl radicals will produce high MDA. In the
process of oogenesis, the effect of oxidative stress is not clearly known. Oxidative
stress is thought to affect the process of chromosomal spindle formation leading to
aneuploidy (Ayala et al., 2014; Paine et al., 2013). In this study, Malondialdehyde
(MDA) was shown to increase and significantly different between treatment and
control (p<0.05).

The compound 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) is one of the most
important biomarkers of DNA damage caused by free radicals. A study proved that
8-OHdG levels were higher in the peritoneal fluid of patients with endometriosis
than in the fluid from the control group. Women with endometriosis experience
higher oxidative stress and have higher rates of free radical-induced DNA damage
(Gupta et al, 2015). This opinion is supported by the study of Broi et al, where in
patients with endometriosis there was a significant increase in 8-OHdG on
examination of peritoneal fluid. These data indicate the occurrence of oxidative
stress-induced damage to DNA in the microenvironment, which may compromise
gamete quality. According to Seino et al 2002, high concentrations of 8-OHdG in
granulosa cells of infertile women undergoing in vitro fertilization (IVF) were
negatively correlated with fertilization rate and embryo quality (Broi et al, 2016).
Chromosomal damage due to increased ROS and the occurrence of DNA damage
in oocytes can be in the form of abnormal meiosis spindle and chromosomal
misalignment (Hendarto, 2012). Based on our research, it was found that there was
a significant difference between the oocytes of the endometriosis model and the
control mice (p<0.05).

From the correlation test that we conducted between MDA and 8-OHdG
levels, we found a non-significant relationship (p>0.05). This is different from the
theory that lipid peroxidation in oocytes with endometriosis results in higher MDA
through enzymatic and non-enzymatic processes and results in DNA damage. These
results indicate that oxidative stress that occurs in lipid peroxidation may not
directly affect DNA damage or that high levels of inflammatory factors in peritoneal
fluid may directly affect DNA damage without lipid peroxidation. Therefore,
further comprehensive research is needed to see if there are other pathways linking
the effect of oxidative stress to DNA damage
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V. Conclusion

The levels of malondialdehyde (MDA) and levels of 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine (8-OHAG) were higher in oocytes of endometriosis-associated
mice than in control mice. There was no significant relationship between levels of

malondialdehyde (MDA) and levels of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) in
endometriosis model mice.
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ABSTRAK

PENGARUH ENDOMETRIOSIS TERHADAP MALONDIALDEHIDA
(MDA) DAN 8-HYDROXY-2-DEOXYGUANOSINE (8-OHdG)
PADA OOSIT MENCIT MODEL ENDOMETRIOSIS

Samrichard Rambulangi, Samsul Hadi, Widjiati

Latar Belakang : Mekanisme endometriosis menyebabkan infertilitas belum dapat
dijelaskan sepenuhnya. Peroksidasi lipid merupakan salah satu jalur yang
menyebabkan penurunan kualitas oosit akibat pengaruh endometriosis. MDA
produk dari peroksidasi lipid akan mempengaruhi peningkatan 8-OHdG sehingga
terjadi kerusakan DNA.

Tujuan : Membuktikan pengaruh endometriosis terhadap kadar MDA dan 8-OHdG
oosit mencit model endometriosis.

Desain Studi, Sampel, Tempat dan Waktu : Penelitian true experimental pada
hewan coba, bulan Agustus-September 2022 di Fakultas Kedokteran Hewan
Universitas Airlangga.

Metode : Menggunakan 32 ekor mencit dibagi menjadi kelompok perlakuan
(model endometriosis) dan kontrol. Oosit diperoleh dari tiap kelompok mencit
setelah dipisahkan dari Kompleks Oosit-Kumulus (KOK). Oosit diperiksa kadar
MDA dan 8-OHdG dengan cara ELISA.

Hasil : Didapatkan kadar MDA dan 8-OHdG lebih tinggi secara bermakna pada
mencit perlakuan dibandingkan mencit kontrol (p<0,05). Uji korelasi antara kadar
MDA terhadap kadar 8-OHdG oosit kelompok perlakuan (mencit model
endometriosis) menunjukkan tidak adanya hubungan yang bermakna (p>0,05).
Simpulan : Didapatkan kadar Malondialdehida (MDA) dan 8-hydroxy-2-
deoxyguanosine (8-OHdG) lebih tinggi pada oosit mencit perlakuan mencit kontrol.
Tidak terdapat hubungan bermakna kadar Malondialdehida (MDA) terhadap kadar
8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) mencit perlakuan.

Kata Kunci : endometriosis, MDA, 8-OHdG, oosit
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ABSTRACT

THE EFFECT OF ENDOMETRIOSIS ON MALONDIALDEHYDE (MDA)
AND 8-HYDROXY-2-DEOXYGUANOSINE (8-OHdG) ON
ENDOMETRIOSIS MOUSE OOCYTES
Samrichard Rambulangi, Samsul Hadi, Widjiati

Background : The mechanism of endometriosis causing infertility has not been
fully elucidated. Lipid peroxidation is one of the pathways that causes a decrease in
oocyte quality due to the influence of endometriosis. MDA product of lipid
peroxidation will affect the increase in 8-OHdG resulting in DNA damage.
Objective: To prove the effect of endometriosis on the levels of MDA and 8-OHdG
oocytes of endometriosis models of mice

Study Design, Sample, Place and Time: True experimental research on
experimental animals, August-September 2022 at the Faculty of Veterinary
Medicine, Airlangga University.

Methods: Using 32 mice divided into treatment groups (endometriosis model) and
control groups. Oocytes were obtained from each group of mice after being
separated from the Oocyte-Cumulus Complex (COC). Oocytes were checked for
MDA and 8-OHdG levels by ELISA.

Results: The levels of MDA and 8-OHdG were significantly higher in the treated
mice than in the control mice (p<0.05). The correlation test between MDA levels
and 8-OHdG oocytes in the treatment group (endometriosis mice) showed no
significant relationship (p>0.05).

Conclusion: Malondialdehyde (MDA) and 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-
OHAG) levels were found to be higher in oocytes of mice treated with control mice.
There was no significant relationship between levels of malondialdehyde (MDA)
and levels of 8-hydroxy-2-deoxyguanosine (8-OHdG) treated mice.

Keywords: endometriosis, MDA, 8-OHdG, oocytes
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MIF : Macrophage Migration Inhibitory Factor
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MMP : Matrix Metalloproteinase

MRC : Mitochondrial Respiratory Chain

MRI : Magnetic Resonance Imaging

mRNA : messenger Ribonucleic acid

mtDNA : mitokondria DNA

NADPH : Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate

NICE : National Institute for Health and Care Excellence

NK : Natural Killer

PCB : Polychlorinated Biphenyl

PGE2 : Prostaglandin E2

PMSG : Pregnant Mare Serum Gonadotropin

PUFA : Polyunsaturated Fatty Acid

RANTES : Regulated on Activation Normal T Expressed and Secreted
ROS : Reactive Oxygens Species

SDHA : Succinate Dehydrogenase complex flavoprotein subunit A
sICAM-1 : Soluble Intercelluler Adhesion Molecule-1

SNP : Single Nucleotide Polymorphisms

TNF-a : Tumor Necrosis Factor alpha

TVS : Transvaginal Sonography

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor
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