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ABSTRAK

Kemajuan dalam pengobatan kanker meningkatkan tingkat kelangsungan hidup dengan kemoterapi tetapi kualitas hidup menurun.
Kegagalan ovarium prematur (POF) terjadi pada 50% wanita premenopause setelah kemoterapi. Siklofosfamid adalah gonadotoxic,
42-77% wanita premenopause setelah siklofosfamid saja menjadi POF. Penggunaan GnRI1 agonis dengan kemoterapi menurunkan
POF yang diaktifkan oleh reseptor GnRH dalam sel granulosa dan mencegah apoptosis. Tidak ada penelitian tentang GnRIH agonis
vang digunakan selama kemoterapi dapal menurunkan apopiosis tersebul. Kami menganalisis hubungan GnRH agonis dalam
ekspresi rasio apoptosis Bel-2/Bax dan primer, sekunder, tersier dan folikel atresia untuk mencegah POI* posting siklofosfamid di
Rattus norvegicus. Penelitian ini menggunakan post test only control group design pada 32 ekor Rattus novergicus yvang dibagi
menjadi 2 kelompok, dengan plasebo (P0) dan siklofosfamid dengan GnRH agonis (P1). Swab vagina dilakukan untuk mencapai
siklus proestrus. Siklofosfamid diberikan selama 4 harvi. GnRH agonis atau plasebo diberikan pada hari pertama setelah pemberian
siklofosfamid.  Pembedahan dilakukan pada hari kelima. Spesimen Ovarium diwarnai dengan Hematoxcylin-Losin  dan
immohistokimia. Bel-2 ekspresi/Bax pada P1 lebih tinggi dari PO (p = 0.017), jumlah folikel atresia lebih rendah pada P1 (p =
0,001). Folikel primer pada P1 lebih tinggi (p = 0,003). Folikel sekunder pada P1 lebih rendah (p = 0.251) dan folikel tersier pada
Pl juga lebih rendah (p = 0,004). Penggunaan GnRI agonis dapat menurunkan apopiosis dalam sel granulosa dari Rattus
norvegicus yang diberi siklofosfamid. Namun apakah agonis GnRH hanya menekan folikel tertentu, masih menjadi pertanyaan.

(MOG 2014;22:112-117)

Kata kunci: GnRI1 agonist, siklofosfamida, Bel-2, Bax, apoptosis

ABSTRACT

Advancement in cancer treatment increases the survival rate but chemotherapy decreases the quality of life. Premature ovarian
Sailure (POF) happens in 30% premenopausal women after chemotherapy. Cyclophosphamide is gonadotoxic, 42-77%
premenopausal women after cyclophosphamide course become POF. The use of GnRH agonist with chemotherapy decreases the
POF by activated GnRH receptor in granulosa cell and prevented apoptosis. There is no research about GnRH agonist used during
chemotherapy could decrease the apopltosis. We analyze the relation of GnRI{ agonist in the apoplosis ratio expression Bel-2/Bax
and primary, secondary, tertiary and follicle atresia to prevent POI post cyclophosphamide in Rattus norvegicus. The randomized
post test only eontrol group design research was done in 32 Ratius novergicus which divided into 2 groups, cvclophosphamide with
placebo (PO) and cyclophosphamide with GnRII agonist (Pl). Vaginal swab performed lo achieve proestrus cycle.
Cyelophosphamide was given for 4 days. GnRH agonist or placebo was given at the first day after cyclophosphamide administered.
Surgery performed at fifth day. Ovarium specimen stained with Hematoxcylin-Eosin and immunohistochemistry. Bel-2/Bax
expression in P1 was higher than PO (p=0,017), follicle atresia count was lower in P1 (p=0,001). Primary follicle in P1 was higher
(p=0,003). But the secondary and tertiary follicle were not matched with the hypothesis, secondary follicle in P1 was lower
(p=0,231) and tertiary follicle P1 was lower (p=0,004). The use of GnRH agonist could decrease the apoptosis in granulosa cell of
Rattus norvegicus exposed with cyclophosphamide. But did GnRH agonist only suppress certain follicle still remain a question.
(MOG 2014;22:112-117)
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PENDAHULUAN usia subur mendapatkan kemoterapi akan mengalami

kegagalan ovarium dini (KOD) dan penyebab KOD
Kemajuan terapi kanker meningkatkan angka kehidupan terbesar adalah agen alkil seperti siklofosfamid.?
penderita kanker sedangkan kemoterapi menurunkan Walaupun Cochrane Review telah menyebutkan bahwa
kualitas hidup penderita kanker.' Sekitar 50% wanita penggunaan agonis GnRH secara bermakna dapat
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melakukan proteksi ovarium pada wanita usia subur,
mekanisme pasti terjadinya gonadoproteksi belum
jelas.’ Hingga saat ini beberapa penelitian telah
dilakukan dan diduga kuat kemungkinan dari 5
mekanisme,  vaitu:  penekanan  sekresi  follicle
stimulating hormone (FSH), menurunnya perfusi utero-
ovarium, aktivasi reseptor GnRH, peningkatan peran
sphingosine-1-phosphate dan  proteksi sel stem
germinal. Peran aktivasi reseptor GnRH hingga saat ini
belum diteliti lebih lanjut dan masih memberikan
pertanyaan besar mengenai hipotesis Griindker dan
Emons bahwa terdapat reseptor GnRH pada sel
granulosa dan aktivasi reseptor tersebut dapat
menurunkan apoFIOsis melalui aktivasi nucleus factor
kappa B (NFxB).***

Kemoterapi menyerang seluruh sel yang sedang ber-
proliferasi, termasuk sel granulosa vang aktif ber-
proliferasi pada proses folikulogenesis.” Kemoterapi
vang diberikan pada wanita usia subur mengakibatkan
berkurangnya jumlah oosit dan mempengaruhi baik
struktur maupun fungsi dari oosit dan sel granulosa pada
dosis dan jenis obat tertentu. Siklofosfamid dilaporkan
sebagai obat paling gonadotoksik yvang menyebabkan
apoptosis sel granulosa melalui peningkatan Reactive
Oxygen Species (ROS).* Apoptosis pada sel granulosa
akan menyebabkan folikel atresia dan folikel atresia
dapat terjadi pada tahapan folikel manapun pada proses
folikulogenesis.

Bel-2 merupakan protein anti-apoptosis sedangkan Bax
merupakan protein proapoptosis. Rasio dari Bel-2 dan
Bax merupakan titik penting untuk melihat apakah
proses apoptosis akan terjadi atau tidak. Bahkan rasio
dari Bel-2 dan Bax merupakan titik penentu terjadinya
apoptosis.'*"'

Dengan melakukan penelitian untuk melihat rasio
ekspresi Bel-2/Bax pada ovarium dan penghitungan
jumlah folikel ovarium pada perlakuan dengan GnRH
agonis pada terapi sitostatika siklofosfamid diharapkan
akan dapat membuktikan teori anti apoptosis dari agonis
GnRH pada tingkat selular.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental
laboratorium pada hewan coba dengan randomized post
test only control group design. Penelitian dilakukan
pada bulan Maret 2013 di Laboratorium Hewan Per-
cobaan dan Laboratorium Patologi Veteriner Fakultas
Kedokteran Hewan Universitas Airlangga Surabaya.

Sampel penelitian ini adalah tikus (Ratfus novergicus)
dengan kriteria inklusi: subur, berusia 3 bulan dengan
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berat antara 100-200g, belum pernah kawin dan sehat
ditandai dengan bulu halus, mata bersinar, tidak pincang
dan tidak didapatkan bekas luka. Kriteria eksklusi:
pernah dipakai sebagai hewan coba penelitian lain atau
cacat. Sampel dilakukan swab vagina setiap hari untuk
menentukan fase proestrus dan memastikan bahwa
hewan coba sudah subur.”? Pada fase proestrus diberi-
kan suntikan siklofosfamid 20 mg/kgBB/hari intra-
peritoneal (IP)."? Sampel penelitian dibagi menjadi dua
kelompok tikus coba, yaitu kelompok PO mendapat
suntikan plasebo dan kelompok P1 mendapat suntikan
leuprolide asetat depot 3 mg/'kgBB subcutan (sc).™
Penyuntikan perlakuan diberikan satu kali segera setelah
pemberian siklofosfamid hari pertama. Selanjutnya
kedua kelompok dilanjutkan pemberian suntikan siklo-
fosfamid pada hari ke-2. hari ke-3 dan hari ke-4, dan
dilakukan pembedahan ovarium pada hari ke-5.

Ovarium  dilakukan pemotongan dengan mikrotom
kemudian diletakkan pada gelas obyek. Dilakukan
pengecatan  Hematoksilin-Eosin  (HE), pengecatan
imunohistokimia dengan menggunakan Rabbit Anti-
Phospo-Bel2 (Ser87) Polyclonal Antibody merek Bioss
(nomor batch bs-12577R) dan pengecatan immuno-
histokimia dengan menggunakan Mouse Anfi-Bax
Polyeclonal Antibody merek Bioss (nomor batch bs-
0127M). Hasil pengecatan HE dilihat di bawah
mikroskop untuk menghitung jumlah rerata folikel
atresia, folikel primer, folikel sekunder dan folikel
tersier. Hasil pengecatan imunohistokimia dinilai secara
Imnmumnoreactive Score (IRS) menggunakan metode

Remmele modifikasi.”

Variabel yang diuji adalah berat badan, jumlah rerata
folikel atresia, folikel primer, folikel sekunder, folikel
tersier, ekspresi Bel-2, ekspresi Bax dan rasio ekspresi
Bel-2/Bax. Data penelitian ini dicatat dalam formulir
pengambilan data yang dirancang khusus untuk
penelitian ini. Analisa data menggunakan software sell
propelled semi submersible (SPSS).

Dilakukan pengujian jumlah folikel dan ekspresi Bel-
2/Bax pada kelompok PO dan Pl. Uji normalitas
menggunakan uji Shapiro-Wilk. Bila data berdistribusi
normal dilanjutkan dengan uji t-tidak berpasangan. Bila
data tidak berdistribusi normal akan dilanjutkan dengan
uji Mann Whitney. Tingkat kemaknaan yang diperguna-
kan dalam penelitian ini sebesar 0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Tidak didapatkan perbedaan bermakna pada perhitung-
an perbedaan berat badan antara kelompok PO dan P1
(p=0.217). berarti variabel berat badan dapat kita
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singkirkan sebagai bias pada penelitian ini. Hal ini dapat bandingkan Pl (pewarnaan immunohisto-
dilihat pada Tabel 1. kimia, pembesaran 1000x).

Tabel 1. Perbedaan berat badan antar kelompok

KELOMPOK

SAMPEL = = HARGA p
1 150 130 0.217
2 160 140
3 120 180
4 130 170
5 160 160
6 100 130
7 1o 150
8 140 150
9 140 130
10 180 180
1 200 140
12 120 170
13 130 150
14 140 140
15 170 160
16 120 150 ) ) ) )
MEAN 141.88 151.88 Gambar 2. Slide A menunjukkan ekspresi Bax negatif
dimana sel nampak berwarna hijau kebiruan
Tabel 2. Perbedaan ekspresi Bel-2 antar kelompok (panah), Scd‘mgk‘m_ slide B, C dan_ _D
merupakan sel-sel immunoreaktif positif,
e dengan ekspresi yang berbeda. Slide B
KELOMPOK
SAMPEL o Pl HARGA p mewakili sel dengan ekspresi lemah, yang
1 0 ] 0.006 ditunjukkan oleh intensitas warma ke-
2 0 2 kuningan (panah). Slide C mewakili sel
3 1 3 dengan ekspresi sedang, yang ditunjukkan
4 0 6 oleh intensitas warna coklat muda (panah),
> : 3 sedangkan slide D mewakili sel dengan
6 3 0 v sl
pe 0 1 ekspresi kuat yang ditunjukkan oleh wama
8 1 2 coklat tua (panah). Hasil penelitian ini,
9 4 1 menunjukkan bahwa ekspresi Bax pada
10 1 3 kelompok PO diketahui lebih kuat di-
:; i ; bandingkan P1. (pewarnaan immunohisto-
13 { 3 kimia, pembesaran 1000x).
14 1 1
15 0 3
16 0 3 Sampai saat ini mekanisme terjadinya proteksi ovarium

MEANSD 1,06+1,18  2,38=1,36 menggunakan agonis GnRH pada pemberian kemo-
terapi terbukti sebatas terjadinya penurunan FSH untuk
menurunkan folikulogenesis dan penurunan perfusi
darah ke ovarium.Penckanan folikulogenesis ini meng-
akibatkan folikel tidak tumbuh, folikel tidak tumbuh
lebih aman terhadap paparan siklofosfamid. Penurunan
perfusi darah menuju ovarium akibat rendahnya kadar
estrogen dalah darah akibat penekanan folikulogenesis.
Hipotesis terjadinya penurunan apoptosis melalui
mekanisme reseptor GnRH pada permukaan sel
granulosa belum terbukti.'”" Dari perhitungan rerata
ckspresi Bel-2 didapatkan hasil kelompok P1 lebih
tinggi dibanding kelompok PO (p=0,006) secara
bermakna. Hal ini dapat dilihat pada Tabel 2 dan
Gambar 1. Hasil penelitian in1 sesuai dengan hipotesis,

Gambar 1. Perbandingan ekspresi Bel-2 (panah) antara
kelompok PO (slide A) dengan kelompok
Pl (slide B). Hasil penelitian ini, me-

nunjukkan bahwa ekspresi Bel-2 pada ; B 5 : :
kelompok PO diketahni lebih lemah di- dimana kelompok dengan pemberian agonis GnRH (P1)
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didapatkan kejadian apoptosis lebih rendah dibanding
tanpa agonis GnRH (P0).

Dari perhitungan rerata ekspresi Bax didapatkan hasil
kelompok Pl lebih rendah dibanding kelompok PO
(p=0,004) secara bermakna. Hal ini dapat dilihat pada
Tabel 3 dan Gambar 2. Hasil penelitian ini sesuai
dengan hipotesis, dimana kelompok dengan pemberian
agonis GnRH (P1) didapatkan kejadian apoptosis lebih
rendah dibanding tanpa agonis GnRH (P0). Dari
perhitungan rerata rasio ekspresi Bel-2/Bax didapatkan
hasil kelompok P1 lebih tinggi dibanding kelompok PO
(p=0,017) secara bermakna. Hal ini dapat dilihat pada
Tabel 4. Hasil penelitian ini sesuai dengan hipotesis,
dimana kelompok dengan pemberian agonis GnRH (P1)
didapatkan kejadian apoptosis lebih rendah dibanding
tanpa agonis GnRIH (P0).

Perbedaan Bel-2/Bax ini menunjukkan lebih rendahnya
kejadian apoptosis pada pemberian agonis GnRH. Lebih
rendahnya apoptosis pada kelompok P1 menunjukkan
bahwa reseptor GnRH pada permukaan sel granulosa
apabila berikatan dengan agonis GnRH dapat melawan
sinyal apoptosis melalui mekanisme peningkatan ROS
pada sitoplasma sel granulosa akibat pemberian
siklofosfamid. Rendahnya kejadian apoptosis pada
kelompok Pl dikonfirmasi secara histologi melalui
penghitungan jumlah folikel atresia. Dari penelitian ini
didapatkan jumlah folikel atresia pada kelompok Pl
lebih rendah dibanding kelompok PO, yaitu 16,94+7 84
dibanding 31.8147.02 dengan nilai p=0.001. Hal ini
dapat dilihat padaTabel 5 dan Gambar 3. Secara imuno-
histokimia tidak dapat kita telusuri apakah ekspresi Bel-
2 dan Bax tersebut mumi berasal dari sel granulosa dan
sel lain tidak mengekspresikan protein tersebut. Tetapi
secara histologi dapat kita konfirmasi bahwa rasio
ckspresi Bel-2/Bax berbanding terbalik terhadap jumlah
folikel atresia secara histologi pada kedua kelompok.

Hasil penelitian ini dapat menjawab pertanyaan peneliti-
an sebelumnya mengenai peranan agonis GnRH pada
reseptor GnRH di sel granulosa.Agonis GnRH dapat
menekan terjadinya apoptosis melalui mekanisme ikatan
agonis GnRH dengan reseptor GnRH pada permukaan
sel granulosa. Ikatan tersebut akan meng-hambat sinyal
apoptosis dari peningkatan ROS pada sel granulosa
akibat paparan siklofosfamid. Kejadian apoptosis pada
sel granulosa dapat terjadi pada semua tahapan
folikulogenesis, mulai folikel primordial, folikel primer,
folikel sekunder dan folikel tersier [9]. Dari penelitian
mi didapatkan hasil perhitungan rerata folikel primer
pada kelompok PO lebih rendah dibanding Pl secara
bermakna dengan nilai 3,25+4,07 dibanding 5.19+2.69
(P=0.,003). Hasil ini sesuai dengan hipotesis dimana
apoptosis pada kelompok kontrol lebih tinggi, sehingga
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folikel yang ada lebih rendah akibat banyak folikel
menjadi atresia akibat apoptosis sel granulosa.

Tabel 3. Perbedaan ekspresi Bax antar kelompok

KELOMPOK
SAMPEL = o HARGA p
T 1 2 0,004
2 1 0
3 1 1
4 1 0
5 2 1
6 6 1
7 3 3
8 3 2
9 2 1
10 3 2
1 3 1
12 1 2
13 1 0
14 3 0
15 6 0
16 3 0
MEAN£SD 2,5=1,63 120,97

Tabel 4. Perbedaan rasio ekspresi Bcl-2/Bax antar
kelompok
KELOMPOK
SAMPEL m s HARGAp
1 0,00 1,00 0,017
2 0,00 -
3 1,00 3,00
B 0,00 -
5 0,50 3,00
6 0,50 0,00
7 0,00 0,33
8 0,33 1,00
9 2,00 1,00
10 0,33 1,50
1 0,67 3,00
12 2,00 1,00
13 1,00 -
14 0,33
15 0,00 -
16 0,00 1,00
MEANSD 0,540,665 148112

Tabel 5. Perbedaan rerata folikel atresia antar kelompok

KELOMPOK

SAMPEL PO 1 HARGAp
1 41 16 0,001
2 a0 14
3 28 11
4 20 8
5 iz 14
[ 30 15
7 22 23
8 26 11
9 41 2
10 39 21
11 a7 9
12 27 10
13 27 12
14 44 18
15 M 37
16 3 20
MEAN=SD 31,81=7.02  16,94=7.84
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Tabel 6. Rerata jumlah folikel primer antar kelompok

SAMPEL KELOMEGK HARGAp

PO Pl
1 3 3 0,03
2 0 5
3 0 2
4 2 5
3 0 3
6 3 8
7 5 7
3 0 3
9 8 1
10 2 5
11 5 7
12 15 2
13 7 9
14 0 5
15 2 6
16 0 2

MEANZSD 3,2524,07  5,19+2,69

Tabel 7. Rerata jumlah folikel sekunder antar kelompok

sampel
KELOMPOK
SAMPEL = B HARGAp
1 0 0 0,251
2 1 2
3 5 2
4 6 0
5 7 2
6 5 1
7 5 0
8 6 2
9 6 8
10 5 2
11 0 5
12 0 4
13 3 0
14 3 1
15 0 2
16 1 5
MEAN=SD 3,31£2,60  2,2522,24

Tabel 8. Rerata jumlah folikel sekunder antar kelompok

sampel
KELOMPOK
SAMPEL = 5 HARGA p
1 0 0 0,004
2 0 0
3 1 0
4 0 0
5 1 0
6 9 0
7 0 1
8 2 0
9 2 0
10 4 0
11 2 0
12 3 1
13 2 0
14 0 1
15 0 0
16 9 0
MEAN:SD 2,194203  0,19:0.40
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Gambar 3. Perbedaan gambaran histologi ovarium
antara kelompok PO (slide A) kelompok
Pl (slide B) Secara umum nampak
bahwa jumlah folikel atretik (panah) pada
kelompok PO lebih menonjol dibanding-
kan kelompok Pl (pewamaan HE: pem-
besaran 100x).

Dari  perhitungan jumlah rerata folikel sekunder
didapatkan hasil kelompok P1 lebih rendah dibanding
kelompok PO (p = 0.251) secara tidak bermakna. Hal ini
dapat dilihat pada Tabel 7. Perhitungan jumlah rerata
folikel tersier didapatkan hasil kelompok P1 lebih
rendah dibanding kelompok PO (p = 0.004) secara
bermakna. Hal ini dapat dilihat pada Tabel 8. Hasil ini
tidak sesuai dengan hipotesis dimana apoptosis pada
kelompok kontrol lebih tinggi, sehingga seharusnya
perhitungan rerata folikel sekunder dan tersier lebih
tinggi pada kelompok Pl dibanding kelompok PO,
Perbedaan hasil penelitian ini dibanding hipotesis
memunculkan pertanyaan baru.

Apakah peran penekanan apoptosis dari reseptor GnRH
pada permukaan sel granulosa hanya terjadi pada fase
folikular tertentu? Kelemahan dari penelitian ini adalah
tidak mampunya meneliti apakah ekpresi Bel-2 dan Bax
terjadi pada fase folikel tertentu.Perhitungan rerata
ekspresi Bel-2 dan Bax menurut metode Remmele
modifikasi hanya menentukan Immunoreactive Score
(IRS) melalui perkalian dari skor jumlah sel positif
dengan skor intensitas warna.Perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut untuk mengetahui apakah penekanan
apoptosis melalui mekanisme ikatan reseptor GnRH
dengan agonis GnRH pada sel granulosa terjadi pada
fase folikular tertentu.

Apakah ketidaksesuaian ini berkaitan dengan perbedaan
jumlah rerata folikel pada kelompok PO dan P1 akibat
tingginya kadar plasma FSH pada kelompok P1 akibat
mekanisme flare up akibat pemberian agonis GnRH
pada pituitari atau bahkan kadar FSH lebih tinggi pada
kelompok PO akibat mekanisme umpan balik positif ke
hipotalamus akibat rusaknya folikel? Kelemahan pada
penelitian ini adalah tidak diperiksanya kadar FSH pada
kedua kelompok dan penelitian hanya dibagi menjadi 2
kelompok. Apabila diperiksakan kadar FSH maka dapat
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kita ketahui perbedaan kadar FSH yang membuat
penelitian 1 bias. Apabila penelitian dibagi menjadi 4

kelompok, maka dapat diketahui perbedaan FSH dan 4.

jumlah rerata folikel pada Rattus norvegicus normal,
pemberian siklofosfamid, pemberian agonis GnRH dan
pemberian siklofosfamid bersamaan dengan agonis
GnRH. Kelemahan mi membuka peluang untuk pe-

nelitian lanjutan untuk menjawab pertanyaan diatas. 3

SIMPULAN 6.

Pemberian agonis GnRH menurunkan  kejadian
apoptosis pada sel granulosa Rattus norvegicus dengan

paparan siklofosfamid, dibuktikan dengan rendahnya T

jumlah folikel atresia Perlu dilakukan penelitian lanjut-
an untuk mengetahui mekanisme lebih mendalam

penurunan apoptosis ini. 8.

Lebih rendahnya jumlah folikel sekunder dan folikel
tersier pada penggunaan agonis GnRH dibanding tanpa
agonis GnRH perlu dilakukan penelitian lebih lanjut

untuk mengetahui apakah penekanan apoptosis melalui 9.

mekanisme ikatan reseptor GnRIH dengan agonis GnRH
pada sel granulosa terjadi pada fase folikular tertentu.
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