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KATA PENGANTAR
PENERBIT

Puji syukur kami panjatkan kepada Tuhan Yang Maha Esa, karena berkat
rahmat dan karunia-Nya, buku Andrografolid (Sambiloto) Hambat
Pertumbuhan Endometriosis dapat terwujud dan hadir di tengah-tengah
masyarakat. Sebagai penerbit yang berkomitmen untuk mencerdaskan,
membahagiakan, dan memuliakan umat manusia, kami merasa terhormat
dapat berkontribusi dalam penyebaran ilmu pengetahuan dan pendidikan
melalui penerbitan karya ini.

Buku ini mengupas secara mendalam terkait kandungan di
dalam Andrographis paniculata (sambiloto) tumbuhan yang selama
ini dikenal luas, dengan membahas dari sisi manfaatnya, serta potensi
yang besar sebagai obat anti-inflamasi dengan berbagai mekanisme
kerja. Dalam hal ini, buku ini memaparkan informasi kandungan
dalam andrografolid sebagai terapi alternatif untuk endometriosis.

Terima kasih dan penghargaan terbesar kami sampaikan
kepada penulis, Dr. dr. Indra Adi Susianto, M.Si.Med., Sp.0.G., FESICOG.,,
yang telah memberikan kepercayaan, perhatian, dan kontribusi
penuh demi kesempurnaan buku ini. Kami berharap karya ini dapat
memberikan kontribusi yang signifikan dalam perkembangan
keilmuan di Indonesia. Semoga buku ini tidak hanya menjadi
sumber informasi yang berharga, tetapi juga menginspirasi
pembacanya untuk terus berkembang dan berkontribusi dalam
membangun bangsa yang lebih baik.

Hormat Kami,

Penerbit Deepublish Digital
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GLOSARIUM

ISTILAH KETERANGAN
Aktivitas Pergerakan yang digunakan untuk menggambarkan
kegiatan yang dilakukan dalam sistem imun.
Andrografolid Senyawa diterpen lakton yang merupakan kandungan utama
dalam tanaman sambiloto (Andrographis paniculata).
Angiogenesis Proses pembentukan pembuluh darah baru dari pembuluh

Cairan peritoneum

Chromogen

Diagram

Dienogest

Downregulasi

Eksperimental

Ekspresi

Ekstrasel

Ektopik

Endometriosis

Fenotipe

Flowcytometry

darah yang sudah ada.

Cairan dalam rongga peritoneum, yaitu ruang antara
dinding perut dan organ-organ di dalamnya.

Molekul dengan pewarnaan (pigmentasi) kuat.

Bentuk visualisasi atau gambaran sederhana yang
menggunakan garis dan simbol untuk menjelaskan konsep,
data, atau proses secara lebih jelas.

Obat hormonal berupa progestin oral yang digunakan untuk
kontrasepsi dan terapi endometriosis.

Proses di mana jumlah atau aktivitas reseptor di permukaan
sel berkurang sebagai respons terhadap rangsangan atau
aktivasi yang berlebihan atau berkelanjutan.

Metode peninjauan yang menggunakan manipulasi variabel
untuk menguji hubungan sebab-akibat.

Ungkapan matematika atau simbolis yang digunakan
untuk mewakili atau menggambarkan suatu konsep atau
perhitungan.

Segala sesuatu yang berada di luar membran sel, termasuk
cairan intraseluler, organel, dan proses-proses yang terjadi
di luar sel.

Kondisi di mana jaringan tidak menempel di dalam tempat
seharusnya, melainkan di tempat lain di luar tempat
seharusnya.

Kondisi medis di mana jaringan yang menyerupai jaringan
dalam dinding rahim (endometrium) tumbuh di luar rahim,
seperti di ovarium, tuba falopi, atau organ lain di rongga
panggul.

Ciri-ciri atau karakteristik yang dapat diamati pada suatu
organisme, baik itu struktural, biokimia, fisiologis, atau
perilaku.

Alat laboratorium yang digunakan untuk menganalisis sel
dan partikel mikroskopis dalam sampel cairan.
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Imunomodulator

Induksi

Inflamasi

Interaksi

Intrasel

Istilah

Klasifikasi

Koefisien

Lesi

Luas

Makrofag

Perbandingan

Proliferasi

Rasio

Reaksi

Respons

Semikuantitatif

Senyawa

Zat yang memodulasi atau mengatur sistem kekebalan
tubuh.

Upaya untuk merangsang kontraksi rahim agar persalinan
dimulai atau dipercepat.

Reaksi kekebalan alami yang dimiliki tubuh untuk
melawan berbagai serangan penyakit atau mikroorganisme
tertentu.

Hubungan timbal balik, saling mempengaruhi, atau saling
terkait antara dua atau lebih.

Segala sesuatu yang berada di dalam membran sel,
termasuk cairan intraseluler, organel, dan proses-proses
yang terjadi di dalam sel.

Keterangan

Proses pengelompokan atau pemisahan objek, konsep, atau
entitas berdasarkan ciri-ciri yang sama.

Faktor perkalian dalam beberapa suku dari sebuah
polinomial, deret, atau ekspresi.

Kerusakan atau ketidaknormalan setiap bagian atau
jaringan di dalam tubuh.

Mengacu pada ukuran bidang yang ditempati endometriosis
oleh sebuah bentuk atau pola geometri.

Sel imun yang memiliki peran penting dalam sistem
kekebalan tubuh. Makrofag adalah sel fagosit yang
berperan menelan dan menghancurkan patogen, debris sel,
dan zat asing lainnya.

Tindakan membandingkan dua atau lebih hal untuk melihat
persamaan, perbedaan, dan sejauh mana karakteristiknya
mirip atau berbeda, serta untuk mengetahui relasi antara
hal-hal tersebut.

Pertumbuhan dan perbanyakan sel, bagian tubuh, atau
sesuatu secara cepat.

Perbandingan dua atau lebih angka yang menunjukkan
ukuran dan hubungannya satu sama lain.

Aksi yang timbul akibat suatu gejala atau suatu peristiwa.

Reaksi terhadap suatu rangsangan atau peristiwa yang
terjadi.

Metode analisis yang menggabungkan aspek kualitatif dan
kuantitatif

Zat kimia murni atau zat murni yang terdiri dari dua atau
lebih unsur atau atom yang berbeda jenis.
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Sistem imun

Sitokin

Tabel skala

Vaskularisasi

Sistem pertahanan alami tubuh yang terdiri dari berbagai
sel, organ, dan molekul yang bekerja bersama untuk
melindungi tubuh dari ancaman eksternal dan internal,
seperti endometriosis.

Molekul protein kecil yang berperan penting dalam
komunikasi antarsel dalam sistem kekebalan tubuh.

Representasi yang digunakan untuk memperlihatkan
perbandingan antara ukuran atau jarak pada suatu objek
atau gambar dengan ukuran atau jarak sebenarnya.

Proses pembentukan atau pengembangan pembuluh
darah baru, baik pada jaringan yang sudah ada maupun
pada jaringan yang baru terbentuk, seperti dalam proses
penyembuhan luka atau pertumbuhan.
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Endometriosis
dan Pengobatannya

A. Penyakit Endometriosis

Berdasarkan penggunaan tindakan pembedahan, kejadian endometriosis
per tahun yaitu 1,6 kasus per 1000 perempuan usia 15-49 tahun.
Endometriosis merupakan suatu penyakit ginekologi jinak yang secara
global mengenai 10%-45% perempuan usia reproduktif, dan didefinisikan
sebagai adanya pertumbuhan jaringan endometrium di luar rongga
uterus'. Implan endometriosis menyebar mulai dari permukaan visceral
kemudian meluas ke peritoneum rongga pelvis hingga susukan dalam
(deep infiltrating endometriosis) bahkan sampai menyebabkan distorsi
semua organ di rongga pelvis, termasuk organ digestif>. Dampak penyakit
endometriosis tidak hanya menyebabkan masalah di bidang kesehatan saja,
tetapi juga menimbulkan beban berat di sisi sosio-ekonomi masyarakat.
Telah dihitung beban ekonomi akibat endometriosis di Eropa berkisar 0,8
juta hingga 12,5 miliar euro per tahun, setara dengan biaya akibat penyakit
kronis diabetes melitus®.

Dampak ekonomi yang berat tersebut diduga salah satunya
disebabkan karena penatalaksanaan yang belum efektif dan efisien,
yaitu lebih pada pengobatan mengatasi gejala klinis tanpa terapi khusus
pada penyebab endometriosis. Keadaan merugikan di atas disebabkan
patogenesis endometriosis yang belum jelas terungkap, banyak teori telah
disampaikan tetapi belum ada satu pun penyebab pasti yang disepakati*.




Penegakan diagnosis endometriosis dengan operasi laparoskopi
untuk menentukan tingkat keparahan atau gradasi endometriosis
memakai sistem kualifikasi American Society for Reproductive Medicine
(ASRM)°. Derajat endometriosis berat sering kali tidak sesuai dengan
gejala klinis, yaitu hanya keluhan nyeri ringan tetapi saat dilakukan
tindakan laparoskopi ditemukan endometriosis berat. Keadaan tersebut
membuat pengobatan tidak efisien, keluhan nyeri mungkin bisa diatasi,
tetapi penyakit endometriosis tetap tidak sembuh dan timbul kekambuhan.
Endometriosis merupakan salah satu dari penyakit ginekologi yang paling
sering dijumpai, tapi patofisiologinya sampai saat ini masih kontroversi®’.

Proses reaksi inflamasi pada penderita endometriosis yaitu terbukti
banyak ditemukan makrofag aktif dan peningkatan jumlah sitokin pro-
inflamasi di peritoneum perempuan dengan endometriosis dibandingkan
dengan perempuan tanpa endometriosis. Beberapa sitokin yang meningkat,
yaitu Interleukin 1 Beta (IL-1B), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 8 (IL-
8), Tumor Necrosing Factor Alpha (TNF-«), Intercellular Adhesion
Molecule 1 (ICAM-1), dan Regulated upon Activation, Normal T-cell
Expressed, and Secreted (RANTES), serta ditemukan penumpukan zat
besi di rongga panggul yang semua itu menjadi lingkungan mikro yang
ideal untuk pertumbuhan endometriosis sehingga memicu produksinya
dari makrofag M1 (M1) : makrofag M2 (M2) yang berkontribusi pada
lingkungan inflamasi. Inflamasi kronik merupakan salah satu patogenesis
endometriosis yang menyebabkan rasio M1 lebih rendah dibandingkan
M289,

Terdapat beberapa peninjauan yang menyelidiki peran Interleukin
17A (IL-17A) dalam patogenesis endometriosis yang menunjukkan bahwa
lesi endometriosis mampu menghasilkan jumlah IL-17A yang bervariasi,
tergantung pada tingkat keparahan penyakit, dan bahwa konsentrasi
sistemis IL-17A turun secara signifikan pada pasien endometriosis setelah
operasi pengangkatan lesi endometriosis. Proses inflamasi panggul lokal
dengan perubahan fungsi dari sel-sel terkait imun, sehingga serum pada
perempuan dengan endometriosis mengalami peningkatan jumlah makrofag

M2 (M2) yang menyekresikan produk, seperti faktor pertumbuhan dan




sitokin. Sitokin yang dihasilkan antara lain Interleukin 6 (IL-6), Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), dan Tumour Necrosis Factor Alpha
(TNF-q)!01112,

Rasio makrofag M1/M2 dianggap memainkan peran yang potensial
dalam pertumbuhan dan/atau pemeliharaan jaringan endometrium
ektopik’>. Rasio makrofag M1/M2 adalah pengatur peradangan dan
kekebalan yang memodulasi sekresi sitokin lain, mempromosikan aktivasi
sel-T dan diferensiasi sel-B, serta menghambat pertumbuhan berbagai sel.
Peningkatan kadar TNF-a pada carian peritoneal dan serum pasien dengan
endometriosis merupakan faktor esensial dari patogenesis endometriosis.
Lebih lanjut, faktor sekretorik dari sel imun memediasi vaskularisasi lesi
endometriotik melalui neo-angiogenesis yang distimulasi oleh VEGF
dan vaskulogenesis de novo di tempat implantasi melalui rekrutmen
Endothelial Progenitor Cell (EPC) yang diturunkan dari sumsum tulang,
hal itu memicu IL-17A berkontribusi pada neo-angiogenesis dan memicu
respons inflamasi secara terus menerus*'#, Hal ini menunjukkan bahwa
bertambahnya berat stadium endometriosis dan bertambah tinggi reaksi
inflamasi ditandai dengan konsentrasi Tumour Necrosis Factor Alpha
(TNF-a) di peritoneum penderita endometriosis stadium berat lebih tinggi
daripada stadium ringan dan kontrol bukan endometriosis. Peningkatan
TNF-a akan memicu peningkatan proses aromatisasi estrogen di lesi
endometriosis sehingga penyakit endometrosis semakin berkembang®™.
Beberapa peninjauan mendapatkan adanya penurunan cadangan ovarium
(Anti Mullerian Hormone) pada penderita kista endometriosis. Proses
penurunan cadangan ovarium berhubungan dengan keberadaan kista, faktor
inflamasi, proses angiogenesis, apoptosis, dan mekanisme imunoseluler!®’,

Apoptosis adalah proses fisiologis yang menjaga keseimbangan
antara proliferasi sel dan kematian sel terprogram. Apoptosis dapat dimulai
oleh “sinyal kematian” ekstraseluler dan intraseluler yang meningkatkan
ekspresi protein p53, dan oleh sinyal kematian ekstraseluler yang melibatkan
reseptor membran seperti sistem fas/fas-ligan. Pada sel endometrium dari
wanita dengan endometriosis, Meresman et al., mengamati peningkatan

ekspresi faktor anti-apoptosis (bcl-2) dan penurunan ekspresi faktor pro-




apoptosis (bax). Ekspresi Bcl-2 juga lebih rendah pada kista endometriotik
dibandingkan pada endometriosis peritoneum'®. Proses terjadinya
endometriosis berlanjut dengan proliferasi dan akhirnya menghancurkan
organ yang menyerupai perilaku tumor. Ki-67 adalah protein non-histon
nuklir yang ditemukan di semua fase aktif pembelahan sel. Ini menunjukkan
berbagai ciri morfologi proliferasi sel. Ekspresi Ki-67 sangat terkait dengan
pertumbuhan dan proliferasi sel endometriosis®*.

Berdasarkan prinsip umpan balik negatif, pengobatan endometriosis
awalnya masih menggunakan penekanan hormon estrogen. Tetapi saat ini
mulai ditinggalkan karena adanya efek samping yang sangat dikhawatirkan
berupa terjadinya hiperplasia endometrium yang dapat berkembang
menjadi kanker endometrium??. Pada dua dasawarsa terakhir ini, dari
berbagai jenis hormon yang telah dipakai untuk pengobatan endometriosis,
ternyata danazol termasuk golongan hormon sintetik pria turunan androgen
dengan substitusi gugus alkil pada atom C-17. Efek Anti-Gonadotropin
Danazol ini terjadi dengan cara menekan FSH dan LH, sehingga
terjadi penghambatan steroidogenesis ovarium. Pemberian danazol
mengakibatkan jaringan endometriosis menjadi atrofi dan diikuti dengan
aktivasi mekanisme penyembuhan dan resorpsi penyakit®*®. Androgen
dapat membebani fungsi hati. Oleh karena itu, danazol tidak dianjurkan
pada pasien endometriosis dengan penyakit hati, ginjal, dan jantung. Selain
itu, hormon ini juga termasuk hormon pria sehingga efeknya tidak terlalu
nyaman bagi perempuan. Danazol juga terkadang menyebabkan perdarahan
bercak (spotting) yang tidak menyenangkan. Terapi alternatif lain adalah
preparat Medroksi Progesteron Asetat (MPA) dan Didrogesteron®*. Kedua
senyawa ini merupakan progesteron alamiah dengan efek samping yang
tidak separah danazol. Bentuk yang tersedia berupa paket komposit, jadi
satu tablet dapat terdiri dari beberapa jenis obat. Terapi terpilih lain saat ini
hanya berupa pengendalian nyeri menggunakan Dienogest (DNG) sebagai
progestin dengan aktivitas progesteron dalam pengobatan endometriosis®.

Pengobatan alternatif telah banyak ditinjau sebagai pengobatan
endometriosis. Beberapa tumbuhan yang terbukti memberikan efek
menguntungkan pada endometriosis antara lain bunga Pueraria, bawang




putih hitam, Uncaria tomentosa, Curcuma spp., Viburnum opulus,
Calligonum comosum, dan lain sebagainya, tetapi terapi ini masih dalam
peninjauan lebih lanjut untuk penggunaan jangka panjang'®**?’. Lin Y.
et al.,”® melakukan suatu peninjauan retrospektif terhadap keamanan dan
efikasi terapi herbal di Beijing untuk endometriosis yang dibandingkan
dengan plasebo dengan hasil tidak ada suatu reaksi yang sangat
berbahaya atau tidak menyenangkan yang terjadi dari penggunaan obat
dosis pada manusia. Peninjauan in-vitro oleh Wadaan et al.,® tentang
Andrographis paniculata yang merupakan zat aktif dari sambiloto
dilakukan untuk mengevaluasi dan membandingkan aktivitas fitokimia,
antioksidan, antidiabetes, anti-inflamasi, dan anti-kanker paru-paru dari
ekstrak metanol bagian udara Andrographis paniculata dan Trianthema
portulacastrum yang menunjukkan bahwa ekstrak metanol yang juga
mengandung lebih banyak fitokimia yang berharga secara farmasi seperti
alkaloid dan flavonoid. Hasil ini diperkuat dengan peninjauan Tarachand
et al.,** yang menunjukkan bahwa Andrographis paniculata berpengaruh
terhadap aktivitas Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) sebagai sitokin
pro-inflamasi yang berperan penting dalam mengendalikan respons
inflamasi''2.

Salah satu tanaman obat yang mempunyai aktivitas sebagai
imunomodulator adalah sambiloto. Sambiloto (Andrographis paniculata
Nees.) telah banyak diketahui memiliki efek farmakologi salah satunya
sebagai anti-inflamasi. Sambiloto mengandung deoxy andrografolid,
andrografolid, 14-deoxy-11, neoandrografolid, 12-didehydroandrografolid,
homoandrografolid, diterpenoid, dan flavonoid. Sambiloto memiliki
senyawa aktif bernama andrografolid, di mana senyawa ini dapat berperan
sebagai immunomodulator, khususnya imunostimulan yang mampu
meningkatkan kerja sistem imun pada manusia. Kandungan andrografolid
sebagai imunomodulator, di dalamnya mampu meningkatkan fungsi
sistem pertahanan tubuh seperti sel darah putih untuk menyerang bakteri
dan antigen lainnya di mana flavonoid sebagai anti-inflamasi, dan tanin
sebagai antidiare. Tanaman sambiloto juga bisa menjadi imunosupresor
yang dapat menurunkan respons kekebalan tubuh saat sistem kekebalan
tubuh meningkat melebihi kondisi tubuh normal. Peninjauan Pu Z. et al.,*




pada 2023 dan Shang YX?*? pada tahun 2022 menunjukkan efek samping
ringan akibat konsumsi andrografolid seperti menurunnya nafsu makan,
diare ringan, mual, sakit kepala, flu ringan, dan kelelahan.

Saat ini belum banyak studi yang membahas terapi dari tanaman
asli Indonesia yang aman untuk dikonsumsi dan memiliki khasiat untuk
dijadikan bahan obat sebagai upaya untuk menghambat proses inflamasi
akibat ektopik endometrium pada hewan coba. Peninjauan sebelumnya
menyatakan bahwa mencit (Mus musculus) galur BALB/C dapat menerima
suntikan endometriosis dari sampel manusia dan berkembang menjadi
endometriosis intraperitoneal melalui proses neuro-angiogenesis®.
Tinjauan ini akan menggunakan hewan coba yang diinduksi dengan
suntikan endometriosis ke intraperitoneal dan kemudian diberi perlakukan
terapi andrografolid sesuai dengan berat badan dari hewan coba mencit
(Mus musculus) galur BALB/C.

Endometriosis terjadi akibat proses inflamasi di area pelvik
dengan perubahan fungsi dari sel-sel yang berkaitan dengan kekebalan
dalam lingkungan peritoneum. Beberapa peneliti mendukung konsep ini,
yang menunjukkan bahwa cairan peritoneum penderita endometriosis
mengandung jumlah makrofag aktif yang meningkat dan menyekresi
berbagai produk lokal, seperti faktor-faktor pertumbuhan dan sitokin

inflamasi®?3+36,

Andrografolid merupakan komponen aktif utama dalam tanaman
fitofarmaka sambiloto (Andrographis paniculata). Komponen aktif ini
memiliki beberapa aktivitas farmakologi, seperti sebagai imunosupresan,
antitrombotik, antivirus, antioksidan, serta anti-inflamasi. Andrografolid
sebagai anti-inflamasi dan antioksidan bekerja meningkatkan ekspresi
Phosphoinositide 3-Kinases (P-PI3K), Phosphorylated Akt (P-AKT),
dan Polyclonal Antibody for Studying Endothelial Nitric Oxide Synthase
(P-eNOS) yang dihambat oleh disfungsi endotel, sehingga menekan
ekspresi gen Interleukin 1 Beta (IL-1fB), Interleukin 6 (IL-6), Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNFa), ekspresi Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF), dan Transforming Growth Factor Beta (TGF-p).




B. Andrografolid sebagai Anti-Inflamasi

Pada tinjauan-tinjauan terdahulu telah diuraikan tentang pemberian
andrografolid yang merupakan obat multi target anti-inflamasi dan juga
dosis efikasi pencegahan gastritis, tetapi masih terbatas pada terapi untuk
masalah inflamasi pada saluran pernapasan dan gastrointestinal.

Pada tahun 2015, Bahman Rashidi, Jafar Soleimani Rad, Leila
Roshangar Rad melakukan peninjauan di Iran terkait Immunohistochemical
(Ki-67) study of endometrial maturation in mice after use of
phosphodiesterase type 5 inhibitor”’. Peninjauan ini menggunakan 33
mencit betina usia 6-8 minggu yang sebagai model endometriosis. Desain
peninjauan ini yaitu experimental post test design. Hasil peninjauan
menunjukkan bahwa pemberian HMG dan HCG setelah progesteron dan
sildenafil sitrat dapat mengubah indeks maturasi endometrium, dan Ki-67
terlibat pada fase sesaat sebelum implantasi pada indeks mitosis stroma.

Lin Sang, MD, Qian-Jin Fang, MD, and Xing-Bo Zhao, MDa (2019)
melakukan peninjauan di China terkait a research on the protein expression
of P53, p16,and MDM2 in endometriosis*®. Peninjauan ini membutuhkan 36
mencit betina usia 6-8 minggu yang sebagai model endometriosis. Desain
peninjauan yaitu experimental post test design. Tinjauan ini menunjukkan
bahwa pada endometrium normal, angka positif P53 pada fase sekretorik
lebih tinggi dibandingkan pada fase proliferasi (P<.05). Selain itu, angka
positif P53 pada endometrium normal lebih tinggi dibandingkan pada
endometriosis ovarium (P<.05). Terdapat perbedaan yang signifikan antara

endometrium normal dan endometriosis ovarium.

Pada tahun 2020, Gao J, Cui J, Zhong H, Li Y, Liu W, Jiao C, et al.,
melakukan peninjauan di China terkait andrografolid sulfonate ameliorates
chronic colitis induced by TNBS in mice via decreasing inflammation and
fibrosis®. Peninjauan ini menggunakan 60 mencit betina usia 6-8 minggu
dengan colitis yang dibagi dalam dua kelompok dengan dan tanpa terapi
andographolie. Desain peninjauan ini yaitu experimental post test design.
Hasil peninjauan ini yaitu andrografolid sulfonate dapat mengurangi
peradangan dan kerusakan epitel serta fibrosis sehingga memperbaiki




kolitis kronis pada mencit dengan menekan sitokin inflamasi TNF o dan
IL 17A (p<0,01).

Q.ChenY, LiuX, Guo SW(2021) melakukan peninjauan di Shanghai,
China, berjudul Perioperative Intervention by [(-Blockade and NF-kB
Suppression Reduces the Recurrence Risk of Endometriosis in Mice Due
to Incomplete Excision®. Peninjauan ini membutuhkan 171 mencit betina
berusia 8 minggu yang dibagi dua kelompok, diberi terapi andrografolid,
dibandingkan dengan andrografolid+propranolol. Desain peninjauan ini
yaitu experimental post test design. Tinjauan ini menunjukkan bahwa
tidak ada pengaruh (P > 0.34) kelompok andrografolid+propranolol dan
kelompok andrografolid dalam mencegah pertumbuhan dan perkembangan

endometriosis.

Tahun 2021, Yu Q, Shi Y, Shu C, Ding X, Zhu S, Shen Z, et
al., melakukan peninjauan di Traditional Chinese Medicine berjudul
Andrografolid Inhibition of Thl7-Regulated Cytokines and JAK1/
STAT3 Signaling in OVA-Stimulated Asthma in Mice*. Peninjauan ini
membutuhkan 40 mencit usia 6-8 minggu dengan berat 20-25 gram,
pembagian 10 mencit setiap kelompok yang diberi perlakuan berbeda.
Peninjauan ini menggunakan desain RCT dan hasilnya menunjukkan
bahwa andrografolid terbukti secara signifikan menekan inflamasi pada
kelompok mencit yang diberi perlakuan asma dan mendapatkan terapi
andrografolid (p<0,01).

Fu K, Chen H, Wang Z, Cao R (2021) melakukan peninjauan di
Nanjing Jianchen tentang andrografolid attenuates inflammatory response
induced by LPSvia activating Nr{2 signaling pathway in bovine endometrial
epithelial cells*. Peninjauan ini menggunakan 300 Cell Line bovine
yang mengalami infeksi endometrium dan diberi terapi andrografolid.
Desain peninjauan ini yaitu experimental post test design. Tinjauan ini
menunjukkan bahwa andrografolid a menghambat ekspresi Keapl tetapi
meningkatkan ekspresi Nrf2. Tingkat ekspresi gen target Nrf2 termasuk
Ho-1 dan Nqo-1 ditingkatkan dengan andrografolid.

Tahun 2021, Y. Zheng Y, Liu X, Guo SW melakukan peninjauan
di Shanghai, China, terkait therapeutic potential of andrografolid for




treating endometriosis*. Peninjauan ini menggunakan 50 mencit betina
berusia 8 minggu dengan berat 200-250 gram. Desain peninjauan ini yaitu
experimental post test design. Adapun hasilnya menunjukkan bahwa terjadi
penurunan aktivitas NF-kB pada endometriosis dengan andrografolid
secara signifikan (P = 0,0001).

Meresman GF, Gotte M, Laschke MW (2021) melakukan peninjauan
di Oxford Academic tentang plants as source of new therapies for
endometriosis: a review of preclinical and clinical studies®. Peninjauan
ini merupakan review 57 penelitian dari 7 tanaman sebagai terapi
endometriosis. Desain peninjauan ini adalah sistematik review dan hasilnya
menunjukkan bahwa sejumlah peninjauan menguraikan pengobatan
dengan dari tumbuhan yang terdapat pada Chinese herbal medicine telah
terbukti mengurangi ukuran lesi endometriotik, mengurangi nyeri panggul
kronis, dan mengurangi tingkat kekambuhan pasca operasi.

Pada tahun 2022, Yuan X, Xu W, Yan Z, Xu X, Chen Y, Chen
S, et al., melakukan peninjauan di Beijing, China terkait andrografolid
exerted anti-inflammatory effects thereby reducing sex hormone synthesis
in LPS-induced female rats, but had no effect on hormone production in
healthy ones*. Peninjauan ini membutuhkan 24 mencit SD betina dengan
berat 220-240 gram fase siklus estrus yang dibagi menjadi dua kelompok
dan diberi terapi andrographolide dosis 20 mg/kg dan 40 mg/kg kemudian
diperiksa menggunakan metode ELISA. Desain peninjauan ini adalah
post test design dan hasilnya menunjukkan bahwa andrografolid menekan
peningkatan regulasi StAR dan CYP11A1 dan kemudian menurunkan
hormon seks pada mencit betina pasca inflamasi, sedangkan andrografolid
tidak berpengaruh pada mencit betina yang tidak mengalami inflamasi.

Yin B, Umar T, Ma X, Chen Y, Umar Z, Umer S, et al., (2022)
melakukan peninjauan di Huazhong Agricultural University tentang
andrograpanin mitigates lipopolysaccharides induced endometritis
via TLR4/NF-kB pathway®. Peninjauan ini menggunakan 30 mencit
betina usia 8-10 minggu yang terkena infeksi endometritis dan diberi
terapi andrographolide kemudian diperiksa histopatologi rahim. Desain
peninjauan ini yaitu experimental post test design. Hasil peninjauan




menunjukkan bahwa dosis andrografolid 7,5, 15, dan 30 pg/mL dapat
menghambat respons inflamasi dan 30 mg/kg dapat menekan endometritis
secara efektif pada mencit. (p<0,05).

Tahun 2022, Tian J, Li C, Meng J, Wang L, Tong Y, Zhao Y, et
al., melakukan peninjauan di Beijing, China, terkait pharmacological
effects and safety of Andrographis paniculata (Burm.f.) Nees*. Tinjauan
ini membutuhkan 20 mencit Rodent betina usia 8 minggu yang terbagi
menjadi dua kelompok yang diberi terapi andrografolid extract 0,5 mg/kg
dan 1 gram/kg. Hasil menunjukkan bahwa andrografolid dengan dosis 1g/
kg tidak menimbulkan efek samping apa pun, dan dapat bermanfaat untuk
pengobatan penyakit inflamasi.

Zhou Y, Yang M, Yan X, Zhang L, Lu N, Ma Y, et al., (2023)
melakukan peninjauan di University of Chinese berjudul Oral
Nanotherapeutics of Andrografolid/Carbon Monoxide Donor for
Synergistically Anti-inflammatory and Pro-resolving Treatment of
Ulcerative Colitis¥. Tinjauan ini membutuhkan 200 mencit Sprague-
Dawley betina berumur enam minggu dengan berat 120-180 g yang dibagi
2 kelompok tanpa dan dengan terapi andrografolid. Desain peninjauan ini
yaitu Experimental Post Test Design. Hasilnya menunjukkan bahwa efek
anti-inflamasi dengan menghilangkan produksi berlebihan mediator pro-
inflamasi, oksida nitrat (NO), dan menurunkan regulasi ekspresi sitokin
pro-inflamasi (TNF-a, IL-13 dan IL-6), sementara itu menunjukkan fungsi
pro-resolve dengan mempercepat konversi makrofag M1 ke M2 dan
meningkatkan regulasi gen terkait resolusi (IL-10, TGF-f, dan HO-1).

Pada tahun 2023, Tran QTN, Gan PXL, Liao W, Mok YK, Chai
CLL, Wong WSF melakukan peninjauan di Singapore terkait degradation
of MK2 with natural compound andrografolid: A new modality for anti-
inflammatory therapy®. Tinjauan ini menggunakan 33 mencit betina
usia 6-8 minggu yang diberi terapi andrografolid. Desain peninjauan ini
yaitu Experimental Post Test Design dan hasilnya menunjukkan bahwa
MK?2 diekspresikan dalam makrofag. Andrografolid sebagai protein anti-
inflamasi dengan membatasi produksi sitokin dari makrofag saat terpapar
endotoksin dan rangsangan inflamasi lainnya (p<0,05).
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Peninjauan tahun 2022 tentang ekstrak dari fitofarmaka
Andrographis paniculata yaitu andrografolid memiliki efek anti-inflamasi
dan imunomodulator yang mempunyai efek terapi penyakit pernapasan,
kekebalan pencernaan, kardiovaskular, dan sistem saraf*. Sedangkan
beberapa peninjauan tahun 2021 pada hewan coba mencit betina dan sel
kultur yang mengalami inflamasi kemudian diberi terapi andrografolid,
menyimpulkan bahwa andrografolid dapat menghambat ekspresi Nrf2
dan NK-kB. Peninjauan tahun 2022 pada mencit betina usia 8-10 minggu
diperoleh Andrografolid dapat menghambat inflamasi pada endometritis
tanpa menimbulkan efek samping. Peninjauan tahun 2023 pada mencit
betina pada usia 6-8 minggu diperoleh ekspresi sitokin pro-inflamasi yang
menurun dengan terapi andrografolid sebagai protein pro-inflamasi®*-*.

Berdasarkan hasil penelusuran kepustakaan, belum ditemukan
peninjauan yang sama, baik secara nasional maupun internasional, tentang
pengaruh pemberian andrografolid sebagai protein pro-inflamasi terhadap
rasio jumlah M1-M2, kadar TNF «, IL-17A dan Ekspresi VEGF-A, P53
dan Ki-67 jaringan serta pertumbuhan jaringan ektopik endometrium
(angiogenesis) pada model mencit (Mus musculus) galur BALB/C yang
diberi terapi andrografolid dibandingkan terapi standar endometriosis dan
tanpa terapi selama tujuh hari.

Hingga saat ini, eksplorasi potensi andrografolid dalam konteks
endometriosis masih terbatas, meskipun senyawa bioaktif yang berasal dari
tanaman Andrographis paniculata ini telah diketahui memiliki aktivitas
anti-inflamasi dan anti-proliferatif yang signifikan. Efek biologis tersebut
berhubungan erat dengan modulasi proses inflamasi, pengaturan sitokin,
pengaruh terhadap faktor pertumbuhan, serta mekanisme apoptosis.
Dengan demikian, tinjauan ini memiliki nilai penting dalam membuka
wawasan baru terkait kemungkinan penggunaan andrografolid sebagai
alternatif terapi endometriosis, sekaligus menegaskan perlunya kajian
lebih lanjut untuk memahami efektivitas dan mekanisme kerja secara lebih
komprehensif dalam konteks sistem imun endometriosis.
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C. Efek Andrografolid

Peninjauan ini bertujuan untuk membuktikan pengaruh pemberian
andrografolid terhadap respons imun pada cairan peritoneum, serta
perkembangan jaringan endometriosis pada mencit (Mus musculus) galur
BALB/C setelah tujuh hari terapi, dengan membandingkan antara terapi
standar maupun tanpa terapi. Fokus utama peninjauan ini adalah menilai
peran andrografolid sebagai agen proinflamasi dalam memodulasi rasio
makrofag M1/M2, kadar sitokin TNF-a dan IL-17A, serta ekspresi faktor
pertumbuhan VEGF-A, protein regulator P53, dan penanda proliferasi sel
Ki-67 pada jaringan endometriosis. Selain itu, tinjauan ini juga mengamati
pengaruh andrografolid terhadap angiogenesis pada jaringan ektopik
endometrium.

Secara khusus, peninjauan ini bertujuan untuk membuktikan
kadar TNF o pada cairan peritoneum lebih rendah setelah pemberian
andrografolid terhadap mencit (Mus musculus) galur BALB/C
endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis 0,05 mg/
kg BB, dosis 0,1mg/kg BB dan dosis 0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa
terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari pemberian terapi. Selanjutnya
yaitu membuktikan kadar IL.-17A pada cairan peritoneum lebih rendah
setelah pemberian andrografolid terhadap mencit (Mus musculus) galur
BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis
0,05 mg/kg BB, dosis 0,1mg/kg BB dan dosis 0,2 mg/kg BB dibandingkan
tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari pemberian terapi.

Selain itu, juga bertujuan untuk membuktikan ekspresi VEGF-A
pada jaringan intraperitoneal lebih rendah setelah pemberian andrografolid
terhadap mencit (Mus musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi
terapi andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg BB, dosis 0,1mg/kg BB dan
dosis 0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama
tujuh hari pemberian terapi. Kemudian untuk membuktikan ekspresi P53
pada jaringan intraperitoneal lebih rendah setelah pemberian andrografolid
terhadap mencit (Mus musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi
terapi andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg BB, dosis 0,1mg/kg BB dan
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dosis 0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama
tujuh hari pemberian terapi.

Tinjauan ini juga untuk membuktikan ekspresi Ki-67 pada jaringan
intraperitoneal lebih rendah setelah pemberian andrografolid terhadap
mencit (Mus musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi
andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg BB, dosis 0,1mg/kg BB dan dosis
0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama
tujuh hari pemberian terapi. Selain itu, juga untuk membuktikan rasio
M1 terhadap M2 pada cairan peritoneum lebih tinggi setelah pemberian
andrografolid terhadap mencit (Mus musculus) galur BALB/C
endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg
BB, dosis 0,1mg/kg BB dan dosis 0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa terapi
dan terapi dienogest selama tujuh hari pemberian terapi. Peninjauan ini
juga bertujuan membuktikan luas jaringan endometriosis (angiogenesis)
pada peritoneum lebih sempit setelah pemberian andrografolid terhadap
mencit (Mus musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi
andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg BB, dosis 0,1 mg/kg BB dan dosis
0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh
hari pemberian terapi.

Peninjauan ini bermanfaat untuk mengetahui efek pemberian
andrografolid terhadap sistem imun dan pertumbuhan jaringan
endometriosis pada mencit (Mus musculus) galur BALB/C setelah tujuh hari
pemberian terapi. Hasil peninjauan ini dapat digunakan sebagai landasan
untuk peninjauan selanjutnya tentang pemberian andrografolid terhadap
endometriosis. Bagi masyarakat, tinjauan ini bermanfaat memberikan
informasi kandungan dalam andrografolid sebagai terapi alternatif untuk
endometriosis. Bagi pelayanan kesehatan, hasil peninjauan ini diharapkan
dapat menjadi masukan bagi dokter dan peneliti sebagai terapi alternatif
dalam pengelolaan kekambuhan endometriosis.
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Endometriosis, Apoptosis,
dan Proliferasi

A. Memahami Endometriosis

Secara klasik, definisi awal endometriosis adalah terdapat jaringan
endometrium, baik kelenjar maupun stroma, di luar uterus. Pada
dekade berikutnya, endometriosis digambarkan sebagai penyakit yang
menyebabkan nyeri dan membutuhkan tindakan operasi. Introduksi alat
endoskopi pada tahun 1960 membawa perubahan gambaran endometriosis
dan kemudian dikenal lesi Endometriosis Black-Puckered yang banyak
didapatkan pada perempuan dengan keluhan nyeri dan infertilitas®. Pada
tahun 1980, istilah nonpigmented atau subtle endometriosis diperkenalkan,
yaitu lesi endometriosis kecil, superfisial, tanpa warna hitam hemosiderin,
tidak dikelilingi sklerosis tetapi aktif, misal white vesicle, flame like
lesion, dan selanjutnya dikenal istilah endometriosis mikroskopis. Tahun
1990, perhatian mulai tertuju pada Deep Infiltrating Endometriosis (DIE)
yaitu lesi endometriosis yang infiltrasi masuk di bawah peritoneum dan
tidak selalu ditemukan dengan laparoskopi. Perubahan macam gambaran
lesi dan definisi endometriosis tersebut di atas berkontribusi terjadi bias
literatur. Definisi akhir yang saat ini disepakati adalah definisi menurut
European Society for Human Reproduction and Embryology (ESHRE),
yaitu terdapat jaringan endometrium di luar kavum uteri (ekstra uteri) yang
menginduksi reaksi inflamasi kronis*®.
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Endometriosis merupakan suatu penyakit ginekologi jinak yang
secara global mengenai 10%-45% perempuan usia reproduktif, dan
didefinisikan sebagai adanya pertumbuhan jaringan endometrium di luar
rongga uterus. Implan endometriosis menyebar mulai dari permukaan
visceral kemudian meluas ke peritoneum rongga pelvis hingga susukan
dalam (Deep Infiltrating Endometriosis) bahkan sampai menyebabkan
distorsi semua organ di rongga pelvis termasuk organ digestif*!. Pada
definisi disebutkan bahwa jaringan endometrium berlokasi ektopik, di
luar kavum uteri, lesi endometriosis tersebut dapat ditemukan di beberapa
tempat, yaitu peritoneum panggul, ovarium, dinding uterus, kavum
douglasi, septum rektovagina, ureter, vesica urinaria, bahkan ditemukan
lokasi jauh walaupun jarang ditemukan, misalnya di usus, apendiks,
perikardium, pleura, dan sebagainya. Endometriosis disebut sebagai
estrogen dependent disease karena tumbuh dan perkembangan jaringan
endometrium ektopik tersebut membutuhkan stimulasi hormon estrogen®.

Endometriosis terjadi akibat proses inflamasi di area pelvik
dengan perubahan fungsi dari sel-sel yang berkaitan dengan kekebalan
dalam lingkungan peritoneum. Beberapa peneliti mendukung konsep ini,
yang menunjukkan bahwa cairan peritoneum penderita endometriosis
mengandung jumlah makrofag aktif yang meningkat dan menyekresi
berbagai produk lokal, seperti faktor-faktor pertumbuhan dan sitokin
inflamasi. Di samping itu, peneliti lain melaporkan peningkatan sitokin
dalam cairan peritoneum. Dengan demikian, menandakan bahwa sitokin
inflamasi ini mungkin penting bagi perkembangan endometriosis serta
kaitannya dengan infertilitas. Lebih jauh lagi, dilaporkan bahwa terdapat
peningkatan berbagai sitokin dalam serum penderita endometriosis Baku
emas untuk mendiagnosis endometriosis adalah laparoskopi®>*>,

Menurut klasifikasi American Fertility Society (AFS), beratnya
penyakit dikategorikan ke dalam empat kelompok yang menunjukkan
penyakit minimal hingga berat, stadium I-IV. Upaya besar telah dilakukan
untuk mencari metode diagnosis yang noninvasive dan terapi yang tepat,
tetapi lesi endometrioma pada stadium IV (severe) tetap bisa tumbuh
kembali (kambuhan) tidak hanya di ovarium, tetapi juga bisa di luar saluran
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telur, vesika urinaria, organ-organ digestif bahkan sampai permukaan
dalam peritoneum yang berada di rongga pelvis (Deep Infiltrating

Endometriosis)®,

B. Teori dan Patogenesis Endometriosis

Gambaran tentang penyakit endometriosis telah diketahui sejak lama,
yaitu tahun 1690 oleh sarjana Jerman bernama Daniel Shroen dan sampai
sekarang telah didapatkan banyak teori yang menerangkan, namun
penyebab pasti endometriosis masih belum diketahui. Terdapat berbagai
faktor yang menerangkan patogenesis endometriosis di antaranya berupa
faktor predisposisi pada perkembangan endometriosis, interkoneksi antara
mekanisme patologi saat inisiasi dan propagasi lesi endometriosis di
tempat yang berbeda®’.

Terdapat tujuh teori yang sampai saat ini diakui dalam dunia
kedokteran tentang endometriosis, yaitu:

1. Teori Aliran Balik Darah Haid (Retrograde Menstruation)

Dari berbagai teori yang ada, teori aliran balik darah haid termasuk
teori paling tua yang menerangkan etiologi endometriosis. Pada teori
tersebut, digambarkan bahwa terdapat aliran balik darah haid yang berisi
jaringan endometrium melalui saluran tuba falopi kemudian tumpah keluar
dan melakukan implantasi di rongga peritoneum. Teori yang dikembangkan
oleh Sampson pada tahun 1927 ini telah dikonfirmasi dengan pemeriksaan
laparoskopi yang memang terbukti bahwa terdapat aliran balik darah
haid pada sebagian besar perempuan. Beberapa bukti mendukung teori
Sampson, yaitu meningkatnya kejadian endometriosis pada perempuan
dengan anomali duktus Mulleri berupa obstruksi pada kanalis serviks
sehingga darah haid tidak bisa keluar secara normal di uterus. Berdasarkan
teori ini, endometriosis merupakan konsekuensi dari aliran balik darah
haid melalui saluran telur yang berlanjut dengan implantasi serta tumbuh
di peritoneum dan ovarium®,

Selama proses ini, perubahan dalam berbagai aspek imunitas
humoral dan seluler berkontribusi terhadap patogenesis endometriosis.
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Penurunan sel T dan sel pembunuh alami serta modulasi makrofag
peritoneum mengakibatkan pembuangan endometrium ektopik dari
rongga peritoneum tidak memadai. Lebih jauh lagi, faktor imun lokal dan
sistemis, sitokin, dan faktor pertumbuhan yang disekresi oleh sel imun atau
endometrium mungkin mendukung implantasi ektopik dan pertumbuhan
sel endometrium®. Faktor kerentanan seperti predisposisi genetik, faktor
lingkungan, dan defisiensi imun memudahkan jaringan endometriotik untuk
berimplantasi dan bertahan hidup di lingkungan peritoneum. Makrofag
merupakan sel fagosit sistem imun yang tersebar di berbagai jaringan dan
berperan penting dalam berbagai penyakit seperti gangguan inflamasi dan
pertumbuhan tumor yang berdasarkan perannya, makrofag secara luas
diklasifikasikan menjadi makrofag M1 (dikenal sebagai makrofag yang
diaktifkan secara klasik) dan makrofag M2 (dikenal sebagai makrofag
yang diaktifkan secara alternatif)®.

2. Teori Metaplasia

Teori ini menyatakan bahwa endometriosis berasal dari sel ekstra
uteri yang secara abnormal melakukan transdiferensiasi atau transformasi
menjadi sel endometriosis. Teori metaplasia coelomic mempostulasikan
bahwa endometriosis berasal dari metaplasia sel-sel yang sudah
terspesialisasi di lapisan mesotel di peritoneum dan organ visera abdomen.
Diduga hormon dan faktor imunologi yang berperan menstimulasi sel-sel

peritoneum tersebut menjadi sel mirip endometrium.

Teori metaplasia coelomic ini dapat menerangkan kejadian
endometriosis pada remaja putri pra-pubertas yang belum mengalami
haid. Ternyata endometriosis juga ditemukan pada fetus perempuan,
keadaan ini diduga merupakan hasil defek embriogenesis. Berdasarkan
teori ini, sel embrionik residu dari duktus Wolf dan Mulleri tetap persisten
dan karena pengaruh hormon estrogen menjadi berkembang membentuk
endometriosis. Teori metaplasia coelomic ini dapat menerangkan kejadian
endometriosis pada remaja bahkan selanjutnya berkembang menjadi
endometriosis stadium berat dan progresif'°.
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3. Teori Hormon

Terkait dengan teori sebelumnya bahwa kejadian endometriosis
sebagian besar ditemukan pada perempuan usia reproduktif dan
tidak terjadi pada perempuan usia pascamenopause yang sudah tidak
mempunyai hormon estrogen lagi. Tampak hormon seks steroid berperan
sentral pada patogenesis endometriosis. Pada siklus haid normal, hormon
estrogen berperan pada proliferasi endometrium, keadaan ini sama
dengan endometriosis di mana hormon estrogen menstimulasi proliferasi
endometrium ektopik dan meningkatkan respons jaringan endometriosis
terhadap estrogen. Perubahan hormon tersebut berpengaruh pada proliferasi
sel endometrium ektopik, penempelan pada mesotelium dan proses sistem
imun tubuh. Keadaan di atas mendukung konsep bahwa endometriosis
adalah estrogen dependent disease®'.

4. Teori Inflamasi dan Stres Oksidatif

Keluhan nyeri pada penderita endometriosis dapat berkurang dengan
pemberian obat non-steroid anti-inflamasi. Hal ini mendukung inflamasi
kronis terlibat pada patogenesis endometriosis. Pada peritoneum perempuan
dengan endometriosis, ditemukan banyak makrofag aktif dan sejumlah
sitokin. Suatu protein mirip haptoglobin ditemukan berikatan dengan
makrofag di peritoneum sehingga membuat makrofag tersebut kehilangan
kemampuan fagositosis dan justru mengeluarkan beberapa sitokin pro-
inflamasi, yaitu Interleukin 6 (IL-6), Macrophage Migration Inhibitory
Factor (MIF), Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-«), Interleukin 1 beta
(IL-1B), Interleukin 8 (IL-8), Regulated On Activation Normal T Expressed
And Secreted (RANTES), dan Monocyte Chemotactic Protein (MCP-). Di
jaringan endometriosis, TNF-a memicu sel endometriosis memproduksi
Prostaglandin F2-Alpha (PG-2a) yang merupakan prostaglandin stabil
yang merangsang kontraksi otot polos rahim dan Prostaglandin E2 (PGE2)
yang merupakan mediator lipid penting dalam respons inflamasi dan imun
selama infeksi akut dan kronis, sedangkan makrofag di peritoneum juga
menyekresi enzim Cyclooxygenase (COX-2) suatu enzim yang dapat
diinduksi terutama pada sel inflamasi yang memproduksi PGE2 dan
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selanjutnya mengaktivasi Steroidogenic Acute Regulatory Protein (StAR)
dan PGE2, sehingga menyebabkan terjadinya peningkatan estradiol
lokal di jaringan endometriosis. Mekanisme di atas mendasari interaksi
estrogen dependent dengan proses inflamasi di endometriosis. Selain itu,
patogenesis endometriosis juga terkait dengan oksidasi lipoprotein dan
selanjutnya Reactive Oxygen Species (ROS) menyebabkan peroksidasi
lipid yang mengakibatkan kerusakan DNA sel endometrium.

ROS menyebabkan terjadinya pelepasan produk pro-inflamasi
dan stres oksidatif sehingga menimbulkan reaksi inflamasi, selanjutnya
mengakibatkan penumpukan limfosit dan makrofag yang kaya dengan
produksi sitokin®. Hal ini membuat Transforming Growth Factor-3
(TGF-B) memicu regulasi sel T (T regulatory) sehingga menurunkan
kemampuan leukosit pada sistem imun innate (sistem pertahanan tubuh
yang sudah ada sejak lahir dan berfungsi untuk melindungi tubuh dari
paparan zat berbahaya)®.

5. Teori Perubahan Sistem Imun

Pada penderita endometriosis, terjadi perubahan imunitas seluler
maupun humoral sehingga respons imun yang abnormal ini akan
menghasilkan eliminasi yang tidak efektif terhadap debris-debris aliran
balik darah haid. Kondisi ini menjadi faktor penyebab perkembangan
penyakit endometriosis. Regurgitasi jaringan endometrium ke dalam
rongga peritoneum memicu respons inflamasi sehingga menyebabkan
penumpukan makrofag dan leukosit lokal. Pada penderita endometriosis,
makrofag peritoneum teraktivasi, sedangkan sel Natural Killer (NK)
terekspresi karena ada perubahan ekspresi reseptor dari sel NK. Keadaan
ini menyebabkan penyakit endometriosis menjadi berkembang melalui
peningkatan produksi sitokin dan faktor pertumbuhan yang menstimulasi
proliferasi endometrium ektopik dan penghambatan fungsi reseptor
scavenger. Respons inflamasi pada endometriosis menyebabkan defek
imunosurveilan sehingga menghambat eliminasi debris darah haid dan
memicu implantasi serta pertumbuhan sel endometrium di lokasi ektopik®.
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6.  Teori Genetik

Telah terbukti bahwa perempuan dengan polimorfisme REa allele
mempunyai prognosis buruk dibandingkan dengan perempuan dengan
wild-type genotype. Kondisi ini menunjukkan bahwa polimorfisme gen REx
merupakan faktor risiko genetik untuk endometriosis dan terkait dengan
kekambuhan endometriosis. Selain itu, polimorfisme gen yang mengkode
sitokin dan protein imunomodulator berimplikasi juga pada patogenesis
endometriosis. Predisposisi genetik ternyata meningkatkan kejadian
kerusakan seluler, misalnya mutasi genetik dapat menyebabkan kerusakan
sel yang berimplikasi pada progresivitas endometriosis. Hal ini tampak
pada penderita endometriosis berupa perubahan perilaku sel endometrium
yang memungkinkan dapat tumbuh di lingkungan ekstrauterin. Genome-
wide Association pada peninjauannya telah mengidentifikasi lokus baru
untuk endometriosis yang menunjukkan bahwa endometriosis dengan
tipe berbeda berhubungan dengan perubahan kluster gen berbeda dan
meregulasi aberasi fungsi sel secara spesifik54%,

7. Teori Stem Cell

Stem cell adalah sel yang tidak atau belum terspesialisasi yang
mempunyai dua sifat, yaitu mampu berdiferensiasi menjadi sel lain dan
mampu memperbarui atau meregenerasi diri sendiri (self-renewal). Secara
spesifik, telah diketahui eksistensi stem cell pada regenerasi endometrium
setiap bulan setelah haid dan pada reepitelialisasi endometrium
pascapersalinan dan kuret. Stem cell tersebut ditemukan berada pada lapisan
basalis endometrium. Saat ini sel klonogenik yang merupakan representasi
populasi stem cell pada endometrium manusia telah diidentifikasi dan
diduga kuat berkaitan dengan tumbuhnya formasi jaringan endometrium
ektopik. Teori kombinasi lebih bisa diterima untuk patogenesis
endometriosis, yaitu eksistensi stem cell endometrium pluripoten dan
kontribusi bone marrow sebagai sumber lain stem cell endometrium. Stem
cell endometrium yang lepas melalui saluran tuba falopi saat menstruasi
bertanggung jawab terhadap terjadinya implan endometriosis dan juga
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stem cell yang bersirkulasi berasal dari bone marrow dapat mencapai
rongga peritoneum ikut berperan pada patogenesis endometriosis®.

C. Klasifikasi Endometriosis

Endometrosis memiliki berbagai bentuk yang bervariasi, mulai dari
implan pada peritoneum pelvik, perlekatan dan infiltrasi luas sampai lesi
diluar pelvik. Klasifikasi endometriosis menjadi empat stadium sesuai
American Society Reproductive Medicine (ASRM) yaitu stadium 1
(minimum), stadium 2 (ringan), stadium 3(sedang), dan stadium 4 (berat)
sesuai tampak pada Gambar 2.1.

STAGE | (MINIMAL) STAGE Il (MILD) STAGE Il (MODERATE)

PERITONEUM PERITONEUM PERITONEUM
Superficial endo - 1-3cm -2 Deep endo - >3cm -6 Deep endo ->3m -6
ROVARY ROVARY CULDESAC
Superficial endo - < 1cm -1 Superficialendo - <1cm -1 Partial obliteration -4
Filmy adhesions - < L1 =] Filmy adhesions - < 1 -1
TOTAL POINTS 332 3 LOVARY
L OVARY Deep endo - 1-3cm -16_
Superficial endo - <1cm -1 TOTAL POINTS 26
TOTAL POINTS 9
STAGE Il (MODERATE) STAGE IV (SEVERE) STAGE IV (SEVERE)

PERITONEUM PERITONEUM PERITONEUM
Superficial endo- >3cm -4 Superficial endo- >3cm -4 Deep endo - >3cm -6
RTUBE L OVARY CULDESAC
Filmy adhesions - <1 -1 Deep endo - 1-3cm -32** Complete obliteration -40
3 Dense adhesions - < .;. g+
R OVARY R OVARY
Filmy adhesions - <1 -1 LTUBE Deep endo - 1-3cm-16
3 Dense adhesions - < -;- -8 Dense adhesions -< L 4
LTUBE TOTAL POINTS 52 3
Dense adhesions - <1 -16* LTUBE
3 Dense adhesions -> 2 -16
L OVARY 3
Deep endo - <lem -4 L OVARY
Denseadhesions - <1~ -4 *Point assignment changed to 16 Deep endo -1-3cm -16
TOTAL POINTS 3 30 **Point assignment doubled Dense adhesions ->2 =16

TOTALPOINTS 3 T1a

Gambar 2.1 Klasifikasi endometriosis menurut ASRM

(oleh Velho RV et al., Int J Mol Sci, 2021)*
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Lokasi anatomi yang sering ditempati oleh endometriosis adalah
di area pelvis, namun pada beberapa kondisi dapat terjadi permukaan
peritoneumdi luar pelvis. Ovarium, peritoneum pelvis, anteriordan posterior
cul-de-sac, serta ligamentum uterosacral merupakan lokasi tersering.
Jika jaringan endometrium ektopik yang berada di ovarium membentuk
kista, sehingga disebut dengan endometrioma yang merupakan salah satu
bentuk tersering dari endometriosis®. Deep Infiltrating Endometriosis
(DIE) atau susukan dalam endometriosis yang tumbuh dan berkembang
di area peritoneum berhubungan dengan peningkatan keparahan dyschezia
(nyeri saat buang air besar), hal ini merupakan bentuk endometriosis yang
mengalami infiltrasi. Deep Endometriosis dari rektovagina penyebab
paling parah dari dyschezia dan dyspareunia (nyeri saat berhubungan

suami istri)®,

Kombinasi laparoskopi dan histologi, laparoskopi merupakan
metode utama untuk menegakkan diagnosis endometriosis. Sensitivitas dan
spesifisitas dari visualisasi laparoskopi untuk mendiagnosis endometrioma
ovarium adalah 97% dan 95%%. Endometrioma bisa didiagnosis dengan
pemeriksaan Ultrasonography Trans Vaginal (USG-TVS) dengan
sensitivitas yang adekuat jika ukuran diameter minimal 20 mm atau
lebih besar. Sensitivitas dan spesifisitas USG-TVS untuk menegakkan
diagnosis endometrioma bervariasi antara 90%-100%*. Berbagai marker
yang mungkin muncul dan digunakan untuk mendiagnosis endometriosis
adalah Cancer Antigen 125 (CA125). Peningkatan kadar CA125 telah
memperlihatkan hubungan positif dengan sensitivitas hanya 28% dan
spesifisitas 90% terhadap keparahan endometriosis, terutama pada
endometriosis derajat IIT dan IV,

D. Penanganan Endometriosis

Endometriosis biasanya berkaitan dengan dismenorea atau nyeri
pelvis. Pemberian obat analgetik seperti paracetamol, NSAID mampu
mengurangi nyeri endometriosis. Terdapat beberapa preparate terapi untuk
endometriosis selain operasi, yaitu:
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NSAID merupakan agen nonselektif yang menghambat
Cyclooxygenase Isoenzymes 1 dan 2 (COX-1 and COX-2).
Prostaglandin yang berperan dalam nyeri dan proses inflamasi
akan dihambat oleh NSAID. Tetapi dampak penggunaan NSAID
dalam waktu lama terhadap gastrointestinal meliputi perdarahan
gastrointestinal, kerusakan usus kecil, kerusakan gastrointestinal
atas, ulkus gastrointestinal, tukak gastroduodenal asimtotik,
gastropati, dan kerusakan mukosa lambung”.

Kontrasepsi oral kombinasi telah menjadi andalan dalam terapi yang
berhubungan dengan endometriosis. Obat ini bertindak sebagai
penghambat pelepasan gonadotropin, penurunan aliran darah
menstruasi, dan implantasi desidualisasi, serta mengurangi densitas
serabut saraf dan ekspresi faktor pertumbuhan saraf pada lesi
endometreiotik. Kontrasepsi oral kombinasi juga bermanfaat untuk
kontrasepsi, supresi ovulasi, dan keuntungan lainnya’. European
Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE)
memberikan rekomendasi pil kontrasepsi oral kombinasi (Pil KB)
yang dapat digunakan sebagai terapi hormonal dari endometriosis.
Pil kontrasepsi oral kombinasi dosis rendah siklik terbukti mampu
mengurangi nyeri pada penderita endometriosis. Sehingga ESHRE
merekomendasikan penggunaan kontrasepsi oral kombinasi untuk
mengatasi dispariunea, dysmenorea, dan nyeri non-menstruasi
pada endometriosis (Rekomendasi B), tetapi pil kontrasepsi oral
kombinasi (Pil KB) mengandung hormon sintetis seperti estrogen
dan progestin yang membuat beberapa wanita mengalami efek
samping hormonal seperti kenaikan berat badan, sensitivitas
payudara, atau perubahan mood”.

Progestin merupakan agen progestasional yang telah lama
digunakan sebagai terapi endometriosis. Progestin dikenal untuk
mengantagoniskan efek estrogen terhadap endometrium sehingga
menyebabkan desidualisasi awal dan atrofi endometrium. Sama
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halnya dengan pil KB kombinasi, progestin juga mengurangi
densitas serabut saraf dan ekspresi faktor pertumbuhan saraf
pada lesi endometriotik. Progestin bisa diberikan untuk terapi
endometriosis dalam berbagai cara, termasuk progestin oral, Depot
Medroxyprogesterone Acetate (DMPA) dan Levonorgestrel-
Releasing Intrauterine Device (IUS), serta terapi terbaru Selective
Progesterone-Receptor Modulators (SPRMs) yaitu senyawa
sintetik yang memiliki sifat agonis dan antagonis yang menunjukkan
potensi terapeutik walaupun sebenarnya SPRMs merupakan pil
kontrasepsi”®. Terdapat efek samping dari penggunaan progestin,
yaitu perubahan pada siklus menstruasi, gula darah rendah, tekanan
darah tinggi, perubahan suasana hati (mood), sakit kepala, kembung
atau penambahan berat badan, keram atau sakit perut, gumpalan
darah, risiko serangan jantung dan stroke”.

Androgen merupakan salah satu terapi yang memberikan peran
yang cukup besar untuk endometriosis dengan nama danazol.
Danazol merupakan androgen sintetik yaitu Isoxazole Derivative
of 17-A-Ethinyl Testosterone. Mekanisme kerja dari obat ini adalah
dengan menekan siklus tengah dari lonjakan Leutinizing Hormone
(LH) sehingga menciptakan keadaan anovulasi kronik. Danazol
telah digunakan untuk mengobati wanita dengan endometriosis
sejak tahun 1970-an, namun penggunaannya menurun tajam setelah
diperkenalkannya agonis GnRH pada akhir tahun 1980-an dan awal
tahun 1990-an. Meski danazol merupakan pengobatan yang efektif
untuk penekanan kekambuhan endometriosis, namun obat ini
memiliki banyak efek samping androgenik (mirip pria), termasuk
penambahan beratbadan, bertambahnya rambut di tubuh, dan jerawat.
Efek samping yang tidak menyenangkan dan kecenderungannya
untuk mempengaruhi kadar lipid (kolesterol) darah membuat obat
ini biasanya bukan pilihan pengobatan pertama™.
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Gonadotropin-Releasing Hormone Agonist (GnRH Agonists)
merupakan salah satu terapi untuk endometriosis. GnRH Agonists
mampu menciptakan lingkungan hipoestrogenik. Selain itu, juga
mampu menurunkan kadar Cyclooxygenase-2 (COX-2) pada pasien
endometriosis. GnRH Agonists bersifat inaktif jika diminum oral,
sehingga tersedia dalam bentuk intra-muskular, subkutan, intranasal.
Salah satu GnRH Agonists adalah Leuprolide acetate (Lupron
Depot) dengan dosis 3.75 mg per bulan’.

European Society of Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) menyatakan bahwa GnRH Agonist dengan atau tanpa terapi
tambahan efektif untuk menghilangkan nyeri terkait endometriosis.
ESHRE merekomendasikan penggunaan GnRH Agonist (nafarelin,
leuprolide, buserelin, goserelin, atau triptorelin) sebagai salah satu
terapi untuk mengurangi nyeri endometriosis (rekomendasi A).
GnRH Antagonists merupakan salah satu kategori dari analog GnRH
yang mampu menekan produksi gonadotropin meski mempunyai
efek samping osteoporosis, hot flushes, vagina yang kering, sakit
kepala, dan gangguan tidur”’.

Jaringan endometrium memproduksi aromatase yang berfungsi
untuk mengubah androgen menjadi estrogen. Aromatase inhibitor
menghambat menyebabkan keadaan hipoestrogenik  yang
hampir sama dengan Gonadotropin-Releasing Hormone Agonist
(GnRH Agonists), sehingga digunakan sebagai salah satu terapi
endometriosis, namun efek samping dari konsumsi aromatase adalah
menyebabkan masalah jantung, pengeroposan tulang (osteoporosis),
dan mudah patah tulang karena kerapuhan tulang’®.

Dienogest adalah progestin generasi baru yang membawa spesialisasi
farmakologis turunan 19-norprogestin dan progesteron. Telah
terbukti bahwa dienogest memiliki efek progestogen, androgenik,
mineralocorticoid, dan glucocorticoid yang kuat. Terdapat efek
samping penggunaan dienogest untuk waktu lama seperti mual/
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muntah yang tidak kunjung berhenti, mata/kulit menguning, urine
berwarna gelap, sakit perut/perut yang parah, pendarahan vagina
yang tidak biasa (seperti bercak, pendarahan hebat, pendarahan
berkepanjangan/berulang), perubahan mental/suasana hati (seperti
depresi), pergelangan kaki/kaki bengkak™.

E. Sistem Imun pada Endometrium

Peran sistem imun endometrium adalah mengatur peristiwa yang
mengarah pada pembuahan, implantasi, dan kehamilan. Pencegahan
infeksi rahim sangat penting untuk keberhasilan reproduksi di mana
endometrium  berfungsi sebagai penghalang mukosa perjalanan
spermatozoa menuju ovarium. Sistem imun bawaan di endometrium,
seperti di tempat lain melindungi terhadap infeksi sekaligus memberi
sinyal adanya patogen pada sistem imun yang didapat jika terjadi infeksi®.

Endometrium manusia mengalami perubahan siklus yang khas
sebagai respons terhadap hormon steroid, estradiol, dan progesteron.
Pada paruh pertama siklus menstruasi (fase proliferasi, hari ke-4 hingga
13), ketika konsentrasi estradiol meningkat akibat perkembangan folikel,
endometrium mengalami proliferasi. Ovulasi terjadi pada hari ke-14
siklus, korpus luteum terbentuk dan konsentrasi progesteron meningkat
setelahnya. Di bawah pengaruh progesteron, pertumbuhan endometrium
berhenti dan diferensiasi terjadi sebagai persiapan untuk implantasi dan
kehamilan. Fungsi sekretorik kelenjar endometrium meningkat dengan
sekresi maksimal pada pertengahan fase sekretorik (hari ke-19 hingga 23)
sekitar hari ke-20. Pada fase sekretorik akhir (hari ke-24 hingga 28) terjadi
diferensiasi arteriol spiral dan sel-sel stroma berada di dekatnya, pembuluh
darah berdiferensiasi (desidualisasi). Inti sel-sel ini membesar dan volume
sitoplasma meningkat®"#2,

Leukosit merupakan komponen penting dari endometrium, yang
merupakan 8,2% stroma selama fase proliferasi dan angka ini meningkat
menjadi 31,7% pada trimester pertama desidua®. Kehadiran beberapa
populasi leukosit di endometrium manusia bergantung pada siklus. Populasi
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neutrofil, sel Natural Killer Uterus (uNK cell), makrofag, dan sel mast
relevan dengan ekspresi anti-mikroba endometrium. Sel uNK terdapat di
endometrium pada pertengahan fase sekresi akhir siklus menstruasi dan
merupakan populasi leukosit utama pada desidua trimester pertama yang
mencakup 70% dari leukosit yang ada pada saat ini yang memiliki peran
dalam implantasi, desidualisasi dan plasentasi®®.

Sel uNK berbeda dari populasi utama sel NK di darah tepi karena
sel tersebut memiliki CD56 "#" NK yang merupakan sitokin yang kuat
dan membuat imunoregulasi pada sistem imun tubuh pada ektopik
endometriosis®. Sel-sel ini mengekspresikan reseptor untuk reseptor
glukokortikoid dan reseptor estrogen {3 yang menunjukkan bahwa mereka
merespons hormon steroid. Makrofag hadir sepanjang siklus dengan
sedikit peningkatan jumlahnya sebelum menstruasi disertai dengan
aktivitas leukosit yang terlibat dalam kerusakan dan perbaikan jaringan
yang menyebabkan infiltrasi neutrofil dan makrofag ke endometrium
sekitar waktu menstruasi terjadi bersamaan dengan penurunan konsentrasi
progesteron dan terjadilah menstrual withdrawal bleeding. Infiltrasi
neutrofil ke endometrium selama menstruasi akan meningkatkan
perlindungan anti-mikroba alami pada saat penghalang epitel terganggu.
Selain itu, neutrofil akan dengan cepat menyusup selama infeksi, sehingga
meningkatkan pertahanan bawaan (innate)¥.
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Gambar 2.2 Sel imun dan mediator terjadinya endometriosis

(oleh Henderson et al., J Clin Endocrinol Metab, 2003;88:440-9)%

Tampak pada Gambar 2.2, sitokin merupakan mediator dan
komunikator utama sistem imun. Respons imun normal terhadap sel atau
patogen abnormal melibatkan keseimbangan sitokin inflamasi dan anti-
inflamasi. Disregulasi sitokin merupakan aspek penting dari patogenesis
endometriosis. Cairan peritoneum wanita dengan endometriosis
mengandung konsentrasi sitokin pro-inflamasi dan angiogenik yang lebih
tinggi. Sitokin inflamasi penting yang meningkat pada cairan peritoneum
dengan endometriosis adalah Interleukin 1 (IL-1), Tumor Necrosis Factor
Alpha (TNF-a) dan Interleukin 6 (IL-6)%.

IL-1 merupakan sitokin inflamasi fase akut yang diproduksi oleh sel
mononuklear dan ditemukan dalam kadar tinggi pada cairan peritoneum dan
implan endometriotic. TNF o diproduksi oleh makrofag yang teraktivasi
dan kadarnya yang tinggi ditemukan pada tahap ringan atau awal penyakit.
Kadar IL-6 berkorelasi positif dengan ukuran dan jumlah implan. Sinyal
Interleukin 1 (IL-1)/Interleukin 33 (IL-33) memainkan peranan penting
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dalam perkembangan penyakit. Selain itu, terdapat sitokin anti-inflamasi,
yaitu IL-10 yang ditemukan dalam konsentrasi tinggi di cairan peritoneum
pada endometriosis. Dengan adanya peningkatan konsentrasi IL-10
menyebabkan penurunan sitotoksisitas sel Natural Killer (NK). Interleukin
8 (IL-8) adalah faktor kemotaktik neutrofil yang kuat dan memiliki efek
angiogenik. Tingkat IL-8 yang lebih tinggi ditemukan pada tahap awal
endometriosis®.

1. Respons Imun pada Endometriosis

Endometriosis terjadi karena terdapat sistem kekebalan tubuh yang
tidak mampu mengenali dan meningkatkan respons imun dengan baik
terhadap fragmen endometrium di dalam rongga panggul. Dengan adanya
ektopik endometrium di peritoneal, maka akan memicu sistem imun
pertahanan tubuh, baik sistem pertahanan tubuh bawaan (innate) melalui
aktivitas makrofag, neutrophil dan sel Natural Killer (NK), serta sel imun
adaptif (sel T dan sel B). Fragmen endometrium menstruasi menyebabkan
peradangan di dalam rongga peritoneum yang memicu sistem kekebalan
tubuh, seperti neutrofil dan makrofag termasuk yang pertama ada di area
tersebut. Hal ini menyebabkan konsentrasi dan proporsi makrofag meningkat
di peritoneum wanita dengan endometriosis, dan makrofag merupakan
kontributor utama terhadap peningkatan sitokin pro-inflamasi®. Peran imun
adaptif, khususnya sel T helper dan sel B dimediasi oleh sel T Helper tipe
1 (Thl) yang menargetkan patogen intraseluler, sedangkan sel T helper
tipe 2 (Th2) yang dimediasi humoral menargetkan patogen ekstraseluler
dan terlibat dalam aktivasi sel B dan sekresi antibodi. Ketidakseimbangan
antarasel Th1/Th2 menyebabkan sekresi sitokin abnormal dan peradangan,
yang terus menyebabkan perkembangan lesi endometriosis. Sistem imun
innate yang terlibat dalam patofisiologi endometriosis meliputi neutrofil,
makrofag, sel Natural Killer NK, dan cell dendritic®.

Sel NK menggunakan Killer Immunoglobulin Like Receptor
(KIR) untuk mengikat Human Leukosit Antigen-G (HLA-G) pada
sel endometrium dan menghancurkan sel endometrium. Sel dendritik
merupakan Antigen Presenting Cell (APC) yang sangat penting dalam
aktivasi imunitas adaptif melalui presentasi antigen ke sel T. Sel dendritik,
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seperti makrofag, berdiferensiasi dari monosit dengan adanya Interleukin
4 (IL-4)/Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF)
secara in vitro. Namun, secara in vivo, sel dendrit hanya memerlukan
konsentrasi antigen picomola yang rendah hingga nanomolar untuk
mempresentasikan ke sel T sehingga mereka kuat dalam mendeteksi dan
memulai kekebalan adaptif terhadap antigen asing atau antigen diri sendiri
seperti tampak pada Gambar 2.3.
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Gambar 2.3 Sel NK mengalami downregulasi terhadap endometriosis

(oleh Selam B et al. J Reprod Fertil Suppl, 2000)%°
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Makrofag juga berperan dalam meningkatkan peradangan dan
diikuti dengan perekrutan neutrofil melalui pelepasan kemokin. Kedua
populasi ini diamati dalam jumlah yang meningkat pada lesi endometrium.
Namun, fungsi fagosit monosit perifer dan granulosit neutrofil tampaknya
menurun dan aktivitasnya dipengaruhi oleh ada atau tidaknya lesi
endometriotik pada wanita dengan endometriosis®.

Makrofag memainkan peran penting dalam perkembangan lesi
endometrium dan peradangan yang terjadi bersamaan. Peningkatan
jumlah makrofag yang signifikan juga terlihat pada endometrium eutopik
pada wanita dengan endometriosis. Sel T Helper (Th) mengaktifkan
makrofag dan sel kekebalan lainnya untuk menelan dan menghilangkan
antigen melalui subkelompok dan interaksi yang berbeda. Sel Th dapat
mengeluarkan berbagai sitokin dan berpartisipasi dalam berbagai reaksi
kekebalan di dalam tubuh. Sel Th1/Th2/Th17 semuanya milik sel Th dan
mengekspresikan sel Cluster of differentiation (CD4+). Oleh karena itu, sel
tersebut juga disebut sebagai sel T CD4+. Sel T Helper 1 (Th1) terutama
menyekresi sitokin tipe Thl seperti Interferon Gamma (IFN-y), Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a), dan Interleukin-2 (IL-2)% 9!,

Sitokin ini mendorong proliferasi sel Th lebih lanjut yang
menyebabkan respons imun seluler meningkat dan dimediasi sel melalui
sekresi sitokin. Sedangkan sel Th2 dapat mengeluarkan sitokin, seperti
Interleukin 4 (IL-4), Interleukin 5 (IL-5), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin
10 (IL-10), dan Interleukin 13 (IL-13) yang mendorong proliferasi sel Th2
dan membantu aktivasi sel B, sehingga terjadi proliferasi, diferensiasi, dan
produksi antibodi sel B. Proses ini berkontribusi terhadap imunitas humoral
yang dapat menghambat proliferasi sel Thl. Sel T-Helper 17 (Th17)
berpartisipasi dalam kekebalan bawaan dan perkembangan peradangan
tertentu dengan mengeluarkan berbagai sitokin seperti IL-17 (termasuk IL-
17A hingga IL-17F), IL-21, IL-22, 1L-26, Tumor Necrosis Factor Alpha
(TNF-a) yang memainkan peran penting dalam kerusakan imunopatologis,
terutama dalam terjadinya dan perkembangan defek sistem imun pada
endometriosis seperti tampak pada Gambar 2.4%,
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Gambar 2.4. Diagram Sistem imun humoral dan adaptif respon imun

pada endometriosis.

(oleh Pavaleanu I et al. Rom J Morphol Embryol 2023)

Pada Gambar 2.4 dijelaskan terjadinya perubahan sistem
kekebalan tubuh terlibat dalam perkembangan endometriosis, terutama
disfungsi dalam sel-sel terkait kekebalan dan makrofag dalam peritoneum
menyekresikan sejumlah produk, terutama sitokin dan Nerve Growth
Factor (NGf). Pada level ini, terdapat reaksi peradangan berupa upaya
tubuh untuk mencapai kekebalan yang mengaktifkan kekebalan tubuh
sel, karena adanya lesi endometriotik, maka sistem imun tubuh akan
memproduksi sitokin, Nerve Growth Factor, dan angiogenik akibat
aktivasi VEGF berupa angiogenesis (pengembangan pembuluh darah baru
dari jaringan pembuluh darah yang ada). Namun, perubahan sistem imun
secara sistemis terjadi pada endometriosis, dengan aktivasi monosit darah
perifer, yang mengeluarkan sitokin. Beberapa sitokin, termasuk Interleukin
6 (IL-6), Interleukin-17A (IL-17A), Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), dan tumor necrosis factor o (TNF-a)®8. Interleukin 6 memainkan
peran potensial dalam pertumbuhan dan/atau pemeliharaan jaringan
endometrium ektopik yang merupakan regulator peradangan dan kekebalan
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yang memodulasi sekresi sitokin lainnya dengan mempromosikan aktivasi
sel-T dan sel-B berdiferensiasi, serta menghambat pertumbuhan di berbagai
lini sel. Peran IL-6 dalam patogenesis remodelling lesi endometriosis.
Bahkan, etanercept, terapi anti-TNF, dan anti-VEGF yang ada pada
Andrografolid diharapkan mengurangi perkembangan endometriosis*>%.

Sitokin adalah protein dengan berat molekul rendah atau
glikoprotein yang biasanya disintesis oleh makrofag peritoneum, monosit,
implan endometrium ektopik atau sel mesotelial dari peritoneum. Aktivitas
makrofag dan monosit pada cairan peritoneum tampaknya meningkat pada
wanita dengan endometriosis. Terlepas dari sitokin, peningkatan sejumlah
besar Growth Factors seperti Neural Growth Factor (NGF), Vascular
endothelial Growth Factor (VEGF), Platelet-derived growth factor
(PDGF) terdeteksi dalam serum dan cairan peritoneum. Ini menunjukkan
bahwa tingkat sitokin dan kemokin tertentu (IL-6, IL-8, Th 1, TNF-«) di
cairan peritoneum berkorelasi dengan tingkat keparahan endometriosis,
sedangkan Interleukin 1 (IL-1), Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a) dan
Interferon Gamma (IFN-y) mampu meningkatkan ekspresi Intercellular
Adhesion Molecule-1 (ICAM-1) yang membantu sel endometrium yang
refluks ke dalam rongga peritoneum terlepas dari pengawasan imunologis
sehingga terjadi adhesi sel endometrium ke peritoneum. Interleukin-8
(IL-8) dan Transforming growth factor beta (TGF-B1) sebagai sitokin
multifungsi yang memodulasi proliferasi, pertumbuhan, diferensiasi,
adhesi, dan kelangsungan hidup sel menyebabkan efek peningkatan
pertumbuhan pada sel endometrium dan endometriosis seperti tampak
pada Gambar 2.5%.
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Gambar 2.5 Endometriosis menyebabkan reaksi sistem imun innate dan adaptif

(Oleh Perricos A et al., Int J Mol Sci, 2023)

Angiogenesis dianggap sebagai faktor patogenetik penting dan
beberapa faktor angiogenetik, seperti Interleukin 1 (IL-1), Interleukin
6 (IL-6), Interleukin-8 (IL-8), Interleukin 10 (IL-10) dan Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF), telah diidentifikasi pada wanita
dengan endometriosis®®,

Saat lesi endometriosis sudah melibatkan banyak organ, maka
reaksi inflamasi yang kuat akan terjadi dan menimbulkan reaksi
imunologi dengan teraktivasinya sitokin pro-inflamasi yang memicu
angiogenensis dari lesi endometriosis sehingga lesi tersebut bisa tumbuh.
Menstruasi merupakan suatu proses inflamasi yang ditandai dengan
peningkatan berbagai sel imun yang berada di jaringan. Interaksi kompleks
antara sel imun residen dan sel stroma uterus memodulasi biosintesis
dan pelepasan sitokin pro-inflamasi, kemokin, dan prostaglandin yang
mengakibatkan vasokonstriksi lokal. Ketika menstruasi retrograde
terjadi, fragmen endometrium menempel dan membentuk lesi di dalam
peritoneum. Selama proses ini, sel-sel inflamasi direkrut ke dalam lesi.
Respons imun ini terlihat jelas pada lokasi lesi, dengan peningkatan
sitokin/kemokin inflamasi, faktor pertumbuhan, neutrophil, dan produksi
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prostaglandin yang meningkat ditemukan dalam rongga peritoneum

pasien endometriosis®®?’.

Lesi peritoneum yang mengandung sel endometriosis menyebabkan
pelepasan zat neurotropik ke dalam cairan peritoneum. Peningkatan kadar
Neural Growth Factor (NGF) dan Neurotrophin-3 (NT-3) secara signifikan
dan juga kadar estrogen telah terdeteksi, terutama pada pasien dengan lesi
peritoneum. Analisis in vitro menggunakan uji pertumbuhan saraf juga
menunjukkan sifat neuromodulator endometriosis pada tingkat fungsional.
Cairan peritoneum dari pasien dengan dan tanpa endometriosis yang
diinkubasi dengan ganglia sensitif dan simpatis menunjukkan peningkatan
pertumbuhan serabut saraf sensitif yang signifikan, meskipun pertumbuhan
serabut saraf simpatis lebih rendah. Namun, cairan peritoneum pasien
tanpa endometriosis menunjukkan sebaliknya di mana serabut saraf
simpatis diinduksi, sedangkan serabut saraf sensitif dihambat®. Hal ini
mencerminkan hasil dari perubahan yang terkait dengan endometriosis pada
persarafan peritoneum yang disebabkan oleh endometriosis yang meluas
di seluruh lingkungan peritoneum dan menjadi penyebab gejala kompleks,
sehingga menimbulkan interaksi antara lesi endometrium, serabut saraf,
dan sel imun kemudian terjadi reaksi inflamasi lokal yang kronis, semakin
luas, dan mendalam. Hal ini menyebabkan endometriosis stadium IV
mempunyai tingkat kekambuhan yang sangat nyeri dan kekambuhan
sampai 67% meskipun telah dilakukan operasi, baik laparoskopi maupun
laparatomi®1%,

F. Apoptosis pada Endometriosis

Kegagalan apoptosis pada jaringan menstruasi retrograde dan
apoptosis abnormal pada sel imun berhubungan dengan perkembangan
endometriosis. Dengan memahami mekanisme molekuler yang
berhubungan dengan disregulasi apoptosis pada jaringan endometriosis
dan sel imun, maka mudah untuk menentukan etiologi molekuler untuk
pengembangan agen terapi baru. Telah dilaporkan bahwa terjadi penurunan
apoptosis pada jaringan ektopik endometrium atau endometriosis. Hal
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ini didukung dengan ditemukannya protein anti-apoptotik BCL-2 dalam
konsentrasi tinggi pada lesi endometriosis. Peningkatan protein BCL-
2 sesuai dengan peningkatan protein c-Myc yang mengatur siklus sel
dan peningkatan TGF-B. Sementara molekul apoptosis seperti BAX
mengalami penurunan. Disregulasi apoptosis yang terjadi pada lesi
endometrium berhubungan dengan kemampuan jaringan menstruasi
retrograde untuk lolos dari pengawasan imun yang menyebabkan
peningkatan pertumbuhan dan proliferasi lesi endometrium'®!.

Sinyal apoptosis dapat terjadi melalui dua jalur, yaitu jalur intrinsik
dan jalur ekstrinsik. Jalur intrinsik berjalan melalui mitokondria dan jalur
ekstrinsik berjalan melalui mekanisme yang diperantarai oleh reseptor
apoptosis. Disregulasi jalur intrinsik dengan menekan jalur molekuler nya.
Hal ini dibuktikan dengan ekspresi P53 di jaringan endometrium, ekspresi
protein BCL2 di peritoneum ditemukan tinggi. Sedangkan disregulasi
jalur ekstrinsik terjadi pada reseptor Fas dan ligannya. P53, juga dikenal
sebagai protein tumor P53, antigen tumor seluler P53, atau protein terkait
transformasi 53 (TRP53) adalah protein pengatur yang sering bermutasi
pada kanker manusia. Protein P53 (awalnya dianggap, dan sering disebut
sebagai protein tunggal) sangat penting dalam vertebrata, karena mencegah
pembentukan kanker. Oleh karena itu, P53 telah dideskripsikan sebagai
“penjaga genom” karena perannya dalam menjaga stabilitas dengan
mencegah mutasi genom. Oleh karena itu TP53 diklasifikasikan sebagai
gen penekan tumor (tumor suppressor gene). Beberapa protein, termasuk
bcl-2 dan P53, mengatur proses yang kompleks ini. Protein P53 dan bcl-
2 dapat dianggap sebagai pengatur positif dan negatif kematian sel atau
apoptosis?®?1%2 Protein reseptor Fas (DR2/CD95/Apo-1) merupakan
protein tipe membran-1 (mFas) yang dapat mengikat domain ekstraseluler
FasL. (CD95L/CD178/Apo-1L). Selain itu, mFas juga mengikat domain
sitoplasma yang mentransduksi sinyal kematian. Sinyal kematian dimediasi
oleh interaksi Fas/FasL yang merupakan protein transmembran tipe-II
yang diekspresikan pada berbagai jenis sel, termasuk limfosit T sitotoksik,
monosit, neutrofil, sel epitel payudara, sel endotel vaskular, dan sel NK

yang memiliki peran penting dalam menjaga pengawasan imun?*'%,
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FasL telah diekspresikan dalam sel-sel endometrium normal dan
ekspresinya telah distimulasi oleh sitokin yang dilepaskan dari makrofag,
seperti PDGF dan TGF-B1. Peningkatan IL-8 dalam cairan peritoneum
pada individu endometriosis akan menyebabkan peningkatan ekspresi FasL
dalam sel-sel endometrium. Meskipun ekspresi FasL telah meningkat, hal
itu belum menginduksi apoptosis dalam sel-sel stroma endometriosis. Hal
itu disebabkan oleh penurunan ekspresi reseptor Fas. Disregulasi apoptosis
dapat terjadi pada TNF-a. Populasinya meningkat akibat menstruasi
retrograde. TNF-a mengikat Reseptor TNF atau TNFR untuk menginduksi
ekspresi caspase-8 dan caspase-9 kemudian memediasi apoptosis jaringan
menstruasi retrograde-4***-1%2,  Jumlah isoform Nuclear Receptor
Coactivator atau ESR2 akan mengikat Apoptosis Signal Regulating
Kinase 1 atau ASK 1, caspase-8 dan caspase-9 kemudian menekan sinyal
apoptosis ekstrinsik pada jaringan menstruasi retrograde®+1%,

Peningkatan PGE2 pada endometriosis akan meningkatkan rasio
protein BCL/BAX dalam mitokondria, sehingga sinyal apoptosis intrinsik
telah ditekan. Pada lesi endometrium, dilaporkan bahwa kadar FasL yang
meningkat kemudian dapat mengikat reseptornya atau reseptor Fas pada
membran sel T sitotoksik. Dengan demikian, sel T sitotoksik telah mati.
Hal ini telah mewakili mekanisme pertahanan utama lesi endometrium

untuk menghindari sel T sitotoksik selama menstruasi retrograde terjadi'®.

Aktivasi NF-kf3 juga terlibat dalam disregulasi sinyal apoptosis
yang mencegah apoptosis sel endometriosis. Sehingga dapat diduga kuat
bahwa disregulasi sistem imun, sinyal apoptosis dan disregulasi stres
oksidatif saling berkorelasi, yang dapat dipelopori oleh peradangan yang
terjadi pada disfungsi sistem imun. Disregulasi sinyal apoptosis juga terjadi
melalui jalur NF-kf3 dan Ki-67%°. Endometrium normal telah menunjukkan
bahwa jalur NF-xf3 dan Ki-67 telah dinonaktifkan. Hal ini menyebabkan
terjadinya stimulasi defosforilasi protein Bad/Bax. Disosiasi Bad/Bax dari
protein 14-3-3 menyebabkan translokasi protein Bas/Bax dari sitosol ke
mitokondria. Kemudian terjadi interaksi antara protein Bad/Bax dengan
protein Bcl-2/Bcl-XL. Interaksi tersebut menyebabkan mitokondria
mengeluarkan c-sitokrom ke dalam sitosol dan mengaktifkan caspase-3
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serta enzim yang mempercepat apoptosis sel endometrium. Sedangkan
pada endometriosis, jalur NF-kf dan Ki-67 telah teraktivasi dan
menstimulasi sel untuk bertahan hidup?'. Aktivasi nya telah mengendalikan
fosforilasi protein Bad/Bax. Pengikatan Bad/Bax ke dalam protein 14-3-
3 menyebabkan Bad/Bax akan bertahan hidup hingga terlepas ke dalam
sitosol dan interaksi antara Bad/Bax dan Bcl-2/Bcl-XL tidak terjadi,
dengan demikian, sel endometrium tidak akan mengalami apoptosis.
Hal ini menyebabkan pada endometriosis extra pelvis atau peritoneum
terjadi karena disfungsi sistem imun, di mana aktivasi NF-kf juga
terlibat dalam disregulasi sinyal apoptosis yang mencegah apoptosis
sel endometriosis'®1%, Pada peninjauan terdahulu, terdapat ekspresi
abnormal dari protein permukaan yang terlibat dalam respons fagositosis
oleh makrofag pada wanita dengan endometriosis dibandingkan dengan
wanita sehat. Dengan demikian, Signal Regulatory Protein-o (SIRP-a),
reseptor penghambat fagositosis, dan reseptor CD200 (CD200R), yang
bersama dengan ligannya CD200 membentuk kompleks imunosupresif,
diekspresikan secara signifikan pada makrofag wanita dengan
endometriosis. Ekspresi abnormal dari protein permukaan ini yang terkait
dengan endometriosis tampaknya memicu penurunan kapasitas fagositosis
makrofag!'®.

G. Proliferasi Sel Endometriosis

Etiopatologi pasti endometriosis masih menjadi kontroversi, meskipun
berbagai teori yang ada saat ini menjelaskannya, namun tidak ada yang
memberikan penjelasan lengkap. Teori yang paling diterima adalah teori
yang dikemukakan oleh Sampson, yang menyatakan bahwa keberadaan
sel-sel endometrium yang hidup dalam aliran menstruasi retrograde yang
melekat pada organ diluar uterus termasuk peritoneum sehingga timbul
lesi implan endometriosis'!®. Saat ini, beberapa teori lain berkontribusi
bersama terhadap penjelasan sebenarnya mengenai etiologi endometriosis,
yang menunjukkan bahwa memang terdapat aliran menstruasi retrograde
yang terkait dengan kecenderungan imunologis dalam lingkungan mikro
peritoneum yang akan memfasilitasi implantasi sel-sel endometrium
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yang dapat tumbuh di luar rongga rahim®®'!. ““Homeostasis jaringan”
adalah hasil keseimbangan antara sel yang berproliferasi dan sel dalam
proses degradasi (kematian sel terprogram atau apoptosis). Pasien dengan
endometriosis diyakini mengalami perubahan homeostasis sel karena
viabilitas deskuamasi sel endometrium yang lebih besar akibat peningkatan
kapasitas proliferasi jaringan dan penurunan apoptosis!'2.

Apoptosis dapat diatur dengan aktivasi sinyal yang disebut sinyal
kematian, yang meningkatkan ekspresi P53 dan mengaktifkan reseptor
membran, seperti protein dari sistem ligan fas-fas. Reseptor fas, juga
disebut CD95. Interaksi protein ini memicu mekanisme intraseluler
yang berujung pada apoptosis melalui stimulasi caspase 8!'%. Proliferasi
sel terlibat dalam terjadinya studi yang dilakukan oleh Fujishita et
al.,'** yang mengevaluasi Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)
pada endometriosis mendeteksi ekspresi PCNA yang lebih besar pada
lesi merah dibandingkan lesi putih atau hitam. Selain itu, kapasitas
proliferasi sel juga meningkat pada endometrium eutopik pasien dengan
endometriosis dibandingkan dengan subjek kontrol, suatu kejadian yang
sebagian disebabkan oleh berkurangnya konsentrasi transforming growth
factor (TGF)-B, suatu pengatur proliferasi sel dan diferensiasi sel-sel
endometrium. Dalam sel epitel, TGF-8 mempertahankan homeostasis
jaringan, membatasi pertumbuhan dengan menekan faktor pertumbuhan
yang mendorong transkripsi, seperti cMyc, suatu proto-onkogen yang
mengatur proliferasi dan metabolisme sel, serta meningkat pada jaringan

endometrium pasien dengan endometriosis'"®

. Peningkatan proliferasi sel
dan penurunan apoptosis pada endometrium eutopik pasien endometriosis
juga terjadi pada jaringan ektopik. Peningkatan reaksi inflamasi dan faktor
pertumbuhan dalam cairan peritoneum pasien dengan endometriosis
terjadi bersamaan dengan peningkatan konsentrasi makrofag peritoneum

dan peningkatan aktivitas fagosit mononuklear.

Efek ini ditunjukkan dengan menentukan biosintesis sitokin,
metabolisme oksidatif, dan fungsi sitotoksik. Hal ini terjadi sebagai
mediator inflamasi yang disekresikan oleh makrofag terhadap pro-liferasi
sel dalam kultur sel stroma endometrium manusia'*®.
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H. Lingkungan Mikro Imun dalam Rongga Peritoneum

Disfungsi lingkungan mikro imun peritoneum merupakan fasilitator
penting pertumbuhan lesi endometriosis setelah menstruasi retrograde.
Refluks fragmen menstruasi yang merupakan ektopik endometrium di
peritoneum memicu respons imun bawaan dan adaptif. Hal ini memicu
sel imun pada peritoneum dengan melepaskan sitokin sebagai respons
inflamasi kronis dan memungkinkan lesi endometriosis tumbuh dan
menempel. Dalam tahap awal endometriosis, lingkungan pro-inflamasi
mengambil posisi dominan. Namun, selama fase lanjut, lingkungan

cenderung ke arah toleransi imun'"’.

Sitokin memiliki berbagai mekanisme kerja dengan berbagai
efek dalam endometriosis, terkait dengan keterlibatannya dalam nyeri,
implantasi embrio, dan angiogenesis, semuanya terkait dengan stres
oksidatif yang memicu tumbuhnya endometriosis. Makrofag terletak di
dekat sel-sel endometriosis dari ektopik endometrium dan berkontribusi
pada regulasi homeostasis dalam lingkungan mikro imun endometriosis.
Polarisasi makrofag berkontribusi pada kontrol inisiasi dan perkembangan
sel endometrium ektopik. Makrofag M1 dan M2 diduga menghambat
maupun mendorong perkembangan pertumbuhan endometriosis yang
mempengaruhi respons imun makrofag. Sinyal polarisasi makrofag
dapat berupa sel apoptotik, hormon, kompleks imun, atau sitokin yang
disediakan oleh limfosit atau sel lain. Pemaparan monosit naif atau
makrofag yang direkrut terhadap sitokin Thl IFN-y, TNF, atau LPS,
mendorong perkembangan M1. Makrofag tersebut pada gilirannya
mengeluarkan sitokin pro-inflamasi TNF, IL-1f, IL-6, IL-12, IL-23, dan
mendorong perkembangan limfosit Thl yang mendorong lingkungan
yang sangat mikrobisida, dan berperan dalam memediasi penghancuran

endometriosis''®"9,

Sebaliknya, paparan IL-4 dan IL-13 memolarisasi sel-sel ini ke arah
fenotipe M2. Makrofag tersebut mengekspresikan serangkaian kemokin
yang meningkatkan pertambahan sel Th2, eosinofil, dan basofil. Makrofag
M2 diinduksi oleh kombinasi LPS, kompleks imun, sel apoptotik, dan
IL-1Ra. M2 mengeluarkan kadar IL-17A yang tinggi, demikian juga




sitokin pro-inflamasi TNF dan IL-6 dan mengekspresikan iNOS. Melalui
produksi kemokin, makrofag M2 juga mendorong perekrutan eosinofil
dan T-reg yang mendorong respons Th2. Makrofag M2 diinduksi oleh
kombinasi IL-10, TGF-f, dan glukokortikoid. Pada gilirannya, makrofag
tersebut mengeluarkan IL-10 dan TGF-$, yang keduanya merupakan
sitokin imunosupresif yang mendorong perkembangan limfosit Th2 dan
Treg. Dengan adanya sel ektopik endometrium pada rongga peritoneum
akan memicu rasio M1: M2, diikuti dengan peningkatan IL-17A, IL-6 dan
ekspresi VEGF'%,

Reaksi sistem imun pada sistem Imunologi Endometriosis terhadap
proses inflamasi lesi endometriosis memicu beberapa perubahan dan
perkembangan lesi endometriosis. Endometriosis merupakan penyakit
inflamasi kronis yang bergantung pada estrogen. Patogenesis endometriosis
dipengaruhi oleh banyak faktor termasuk pengaruh imun, endokrin, genetik,
dan lingkungan. Tingkat relatif dan absolut dari berbagai sel kekebalan dan
faktor-faktor yang memainkan peran penting dalam pengaturan berubah
pada pasien dengan endometriosis. Pada saat yang sama, hormon yang
merupakan faktor mikro-regulasi penting yang menargetkan berbagai
organ dan jaringan dalam tubuh juga memainkan peran penting dalam
perjalanan penyakit endometriosis. Namun, mekanisme pengaturan
imun dan endokrin tidak bekerja secara independen satu sama lain
dalam patogenesis endometriosis yang saling mempengaruhi. Terdapat
beberapa sistem imun yang menjadi inti dalam berperan sistem imun
dan endokrin pada endometriosis secara langsung, serta menjelaskan
mekanisme interaksi imun-endokrin, dalam patogenesis endometriosis
yaitu Macrophage (Mg), T Helper-17 (Th-17), Interleukin-17A (IL-17A),
Kadar Estradiol, Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) terhadap
angiogenesis lesi endometriosis'!:

1.  Makrofag pada Endometriosis

Endometriosis telah disebut sebagai “Disease of Macrophage”,
karena Macrophage/Makrofag banyak terdapat pada lesi di mana mereka
direkrut dan menjalani aktivasi alternatif. Makrofag(M) diklasifikasikan
sebagai M1 dan M2. Mgl merupakan makrofag yang menunjukkan
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aktivitas pro-inflamasi, sedangkan M2 adalah makrofag yang menyediakan
lingkungan anti-inflamasi dan mampu merombak jaringan melalui
aktivitas pro-fibrotik!?2,

Secara umum, makrofag teraktivasi dan terpolarisasi secara luas
dapat diklasifikasikan menjadi dua kelompok utama, yaitu makrofag
inflamasi teraktivasi klasik (M@1), yang menghasilkan sejumlah besar
sitokin inflamasi seperti Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a),
Interleukin 1 Beta (IL-1pB), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin 12 (IL-12),
Interleukin 18 (IL- 18), dan Interleukin 23 (IL-23) dan makrofag yang
diaktifkan secara alternatif (M@2) yang menghasilkan sitokin lain seperti
Interleukin-10 (IL-10), Interleukin-1 Receptor Antagonist (IL-1Ra),
dan Interleukin 18 (IL-18). M1 berpartisipasi dalam respons Thl yang
terpolarisasi sebagai penginduksi dan efektor, sedangkan M2 mendukung
efek dan fungsi terkait Th2. Makrofag menunjukkan Plastisitas fenotipe
untuk mengontrol keseimbangan imunologis di lingkungan mikro ektopik
endometrium. Makrofag tidak hanya berfungsi sebagai penghalang
pertahanan utama dalam respons imun innate, namun juga berperan
sebagai sel aksesori penting dalam respons imun adaptif. Saat makrofag
teraktivasi memfagosit antigen melalui reseptor pengenalan pola (seperti
reseptor mannose), dan memberikan sinyal untuk memediasi aktivasi sel
T. Salah satu sinyalnya adalah Major Histocompatibility Complex (MHC)
utama yang berikatan dengan T-Cell Receptor (TCR), sinyal lainnya
adalah interaksi molekul pada sel T Helper 17 (TH-17)'%,

Aktivitas makrofag 2 (M2) pada endometriosis tampak pada
Gambar 2.6, lebih toleran secara imunologis. Pada endometriosis, jumlah
M2 mendominasi pada lesi dan meningkat pada rongga peritoneum
dan cairan peritoneum wanita dibandingkan tanpa endometriosis'*.
Lingkungan anti-inflamasi ini mengaktifkan respons yang dimediasi sel
T dan mendorong angiogenesis. Nyeri panggul pada pasien endometriosis
berkorelasi kepadatan M2 yang lebih tinggi pada lesi dan cairan peritoneum
berkorelasi dengan kepadatan serabut saraf lesi, hal ini terjadi karena M2
menyekresi Nerve Growth Factor (NGF) dan Tumor Necrosis Factor
Alpha (TNF a) untuk merangsang faktor pertumbuhan saraf, faktor tersebut
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secara tidak langsung dapat mendorong perkembangan dan kelangsungan
hidup serabut saraf yang berkontribusi terhadap nyeri berbasis lesi®.
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Gambar 2.6 Jalur utama patogenesis nyeri inflamasi pada endometriosis

(oleh Shi JL, et al., Int J Med Sci, 2022)"

Peninjauan sebelumnya menunjukkan makrofag endogen terlibat
dalam remodelling jaringan selama pengembangan endometriosis ektopik,
dan M2 meningkat pada pertumbuhan lesi ektopik pada model mencit
di mana terjadi penurunan persentase M1 dan peningkatan M2 pada
peritoneum endometriosis, terutama pada stadium lanjut (stadium III-1V).

Fungsi makrofag pada endometriosis stadium IV adalah makrofag
M1 untuk membunuh sel ektopik endometrium dan membersihkan
jaringan implantasi ektopik endometrium dengan mengaktifkan respons
inflamasi atau imun, sedangkan makrofag M2 adalah sel imunosupresif
yang mendorong perbaikan jaringan, menekan angiogenesis endometriosis,
pertumbuhan, dan perkembangan jaringan endometriosis ekstra

pelvi596,125,126
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Pada semua jenis endometriosis yang ditinjau, infiltrat sel imun
diamati dan dikarakterisasi sebagai campuran beberapa sel imunokompeten
(sel T, sel B, dan makrofag). Pada lesi endometriotik dan juga pada
jaringan endometrium eutopik pasien endometriosis, jumlah sel imun
yang mengalami infiltrasi secara signifikan lebih tinggi dibandingkan
jaringan kontrol dan tampaknya berhubungan dengan proses inflamasi
kronis'®. Dendritic cell (DC), Macrophage (M), Mast Cell (MC) dan
neutrofil memainkan peran sentral dalam penyakit inflamasi kronis. Dalam
kondisi normal, sel dendrit yang belum matang menjadi matang dan
berjalan ke kelenjar getah bening sebagai respons terhadap antigen asing
atau sinyal inflamasi lainnya, di mana antigen tersebut dipresentasikan
ke sel T. Namun, maturasi sel dendrit menurun pada endometriosis,
sehingga berpengaruh terhadap komponen imunologi yang merupakan
bagian dari aktivitas penangkapan dan/atau presentasi antigen. Akibatnya,
antibodi antiendometrium yang bersirkulasi terhadap endometriosis dapat
menutupi antigen endometrium sehingga antigen endometrium mungkin
tidak dapat dikenali secara efektif yang menjadikan fragmen endometrium
yang hilang masih tersisa, dan berpotensi menyebabkan pembentukan
endometriosis ektopik®®. Lesi endometriosis (Gambar 2.7) memicu
aktivasi oleh kemokin dan sitokin tertentu. Sel-sel ini dapat melepaskan
berbagai jenis zat inflamasi, menciptakan lingkungan mikro inflamasi
yang berkontribusi terhadap pembentukan dan pertumbuhan lesi
endometriotik. Hal ini menyebabkan perubahan rekrutmen makrofage
dan hal ini terjadi berulang kali selama perkembangan penyakit.
Makrofage (M) diklasifikasikan sebagai M1, yang menunjukkan aktivitas
pro-inflamasi, dan M2 yang menyediakan lingkungan anti-inflamasi
dan mampu merombak jaringan melalui aktivitas pro-fibrotik. Diferensiasi
antara M1 dan M2 tampaknya bergeser ke arah M2 pada endometriosis
dan hal ini sangat penting karena M2 berperan secara imunologis pada

ektopik endometrium?6-12>126,
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Gambar 2.7 Aktivitas makrofag dan sel mast nyeri pada endometriosis

(oleh Cui Z, et al., Front Mol Biosci, 2020)”

Ekspresi beberapa sitokin yang menyimpang oleh sel inflamasi,
seperti IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, TNF-a dan growth factor
seperti Transforming Growth Factor (TGF-B), Insulin Like Growth
Factor (IGF-1), Hepatocyte Growth Factor (HGF), Epidermal Growth
Factor (EGF), Platelet Growth Factor (PDGF), dan Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) yang memicu proliferasi sel endometrium, adhesi
endometrium, dan angiogenesis dan dapat menginduksi ekspresi PG, MCP1,
glikodelin, dan mediator inflamasi lainnya. Secara khusus, Prostaglandin
E2 (PGE2), Prostaglandin F2a (PGF2a), dan Tumor Necrosing Factor
Alpha (TNF-a) diproduksi dan ditingkatkan pada tahap awal menyebabkan
peradangan persisten dan PGE2, PGF2a, mentransformasikan
Transforming Growth Factor Beta (TGF-), glycodelin, dan TNF-a yang
dapat menginduksi sensasi nyeri'*”:1?%,
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Gambar 2.8 Interaksi sistem imun normal (A) dan endometriosis (B)

(oleh Cakmak H et al., Front Biosci (Elite Ed)) "%

Peninjauan terdahulu menunjukkan bahwa analisis sitokin cairan
peritoneum dapat membedakan wanita yang didiagnosis endometriosis dan
nonendometriosis, di mana tampak respons imun yang berbeda. Retroaksi
ini menyebabkan lebih banyak rekrutmen sel inflamasi pada lesi yang
diikuti dengan perubahan pada lingkungan peritoneum serta pembentukan
lingkungan mikro inflamasi baru. Pertumbuhan, implantasi, infiltrasi, dan
migrasi lesi endometriosis terjadi berulang-ulang dan selanjutnya akan
bereaksi terhadap sel dan proses inflamasi sehingga berkontribusi terhadap
agregasi peradangan terkait endometriosis yang melakukan invasi ke luar




uterus dan menyebabkan angiogenesis. Proses yang berulang-ulang ini
merupakan proses sistem imun tubuh terhadap antigen (endometriosis)
pada ektopik endometrium seperti yang tampak pada Gambar 2.8'%.

Sel T Regulator (Treg) berperan sebagai sel efektor merupakan
sistem kekebalan tubuh adaptif yang mempengaruhi aktivitas sel
kekebalan melalui sitokin. Sel Treg diaktifkan oleh sel sistem kekebalan
bawaan agar dapat melindungi serangan mikroorganisme patogen. Tetapi
sel T tidak bekerja sendiri, karena mereka menghasilkan sitokin yang juga
mengaktifkan sitokin bawaan. Ada subset sel T yang berbeda bergantung
pada sel marker-nya dan fungsinya yaitu sel yang mengekspresikan CD8
(sel T sitotoksik), sel yang mengekspresikan CD4 (sel T helper) dan sel
yang tidak mengekspresikan. baik CD8 atau CD4. Populasi CD4+ termasuk
sel T helper. (Sel Th1, Th2, Th9, Th17, Th22, sel T helper folikular) dan
Sel Treg seperti tampak pada Gambar 2.8A dan Gambar 2.8B!%% 1%,

2. Makrofag 1 (M1) dan Makrofag 2 (M2)

Endometriosis melibatkan serangkaian faktor genetik individu dan
respons inflamasi pelvis bersama dengan respons imun yang buruk atau
abnormal, yang memungkinkan persistensi dan pertumbuhan jaringan
endometrium di luar rahim. Dalam hal ini, makrofag sebagai sel myeloid
dari sistem imun bawaan yang bertindak sebagai efektor utama dalam
respons imun bawaan dan spesifik, tampaknya menjadi sel kunci dalam
patogenesis penyakit ini. Sel-sel ini mengenali dan memfagosit patogen,
bertindak sebagai sel penyaji antigen untuk mengaktifkan sel T, dan
terlibat dalam perbaikan jaringan serta berbagai fungsi lainnya. Makrofag
merupakan sel fagosit sistem imun yang tersebar di berbagai jaringan dan
berperan penting dalam berbagai penyakit, seperti gangguan inflamasi dan

pertumbuhan tumor'!.

Pada kasus endometriosis, terjadi ketidakseimbangan polarisasi
makrofag di cairan peritoneum, yang ditandai dengan peningkatan
proporsi makrofag M2 (penghambat peradangan) dibandingkan M1 (pro-
inflamasi). Peningkatan makrofag M2 mendukung pertumbuhan lesi
endometrium melalui stimulasi angiogenesis dan proliferasi sel, meskipun
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beberapa peninjauan juga melaporkan peningkatan sel M1 pada awal dan
akhir penyakit. Rasio M1/M2 yang berubah ini bersifat kompleks dan
dapat bervariasi tergantung pada stadium penyakit dan faktor lainnya.
Berdasarkan perannya, makrofag secara luas diklasifikasikan menjadi
makrofag M1 (dikenal sebagai makrofag yang diaktifkan secara klasik)
dan makrofag M2 (dikenal sebagai makrofag yang diaktifkan secara
alternatif). M1, yang mengekspresikan biomarker spesifik CD40, CD80,
CD86, dan human leukocyte antigen-antigen Drelated (HLA-DR),
merupakan sel efektor ampuh yang menghilangkan mikroorganisme yang
menyerang dan menyekresi sitokin pro-inflamasi, seperti Interleukin-1p,
IL-6, IL-12, dan tumor necrosis factor-a (TNF-a). Sebaliknya, M2, yang
mengekspresikan penanda spesifik CD163 dan CD206, memperbaiki
peradangan dan menghasilkan banyak faktor anti-inflamasi seperti IL-
10, TGF-f, dan antagonis reseptor IL.-1, tetapi tingkatnya sangat rendah.
sitokin pro-inflamasi seperti IL-12%%13%116.

Saat menstruasi, sel-sel endometrium dapat bermigrasi ke daerah
peritoneum melalui menstruasi retrograde. Pada lesi endometriosis,
ditemukan sejumlah makrofag aktif, sel B, sel T, dan kadar sel NK
yang rendah. Melimpahnya makrofag aktif di lingkungan mikro lesi
endometrium yang tumbuh di membran peritoneum memudahkan vena
melakukan angiogenesis terhadap lesi endometrium. Dengan demikian,
lesi endometrium tumbuh terus-menerus. Makrofag aktif mengeluarkan
sejumlah sitokin untuk memodulasi fungsi sel normal, tetapi terjadi
disregulasi makrofag, dan selanjutnya menyebabkan infiltrasi neutrofil
yang berimplikasi pada aktivasi VEGF untuk neovaskularisasi. Makrofag
akan teraktivasi dan berubah menjadi M2. Hal ini menyebabkan stimulasi
sekresi sitokin seperti IL-10, IL-1, dan IL-6 yang mengakibatkan
peningkatan pertumbuhan lesi dan proliferasinya. Terjadinya menstruasi
retrograde meningkatkan polarisasi M2 kemudian menyebabkan
peningkatan proliferasi lesi endometrium melalui jalur sinyal STAT3!%>133,
Fractalkine (sitokin anti-inflamasi diekspresikan pada neuron sementara
reseptor nya CX3CLI1R terletak di mikroglia) yang disekresikan dari lesi
endometrium juga berkontribusi terhadap polarisasi M2 dan meningkatkan
ekspresi MMP-9. Penurunan MMP-1 dan MMP-2 juga terjadi. Semua




kejadian tersebut menyebabkan peningkatan invasi lesi endometrium dan
perkembangan endometriosis melalui sinyal MAPKs'34.

Aktivitas makrofag tampak pada Gambar 2.9, yaitu sekelompok
sel heterogen 5 yang beralih dari fenotipe M1 ke M2, dan sebaliknya,
setelah induksi sinyal tertentu. Makrofag M1 dapat langsung diarahkan
ke fenotipe M2 melalui rangsangan M2 canonical seperti paparan IL-4
dan IL-10. Selain itu, beberapa jalur sinyal telah terlibat dalam polarisasi
makrofag M1/M2. Misalnya, jalur persinyalan Toll-like receptor (TLR)/
nuclear factor kappa B (NF-kB) memprogram ulang makrofag ke fenotipe
M1 sebagai respons terhadap invasi mikroba, sedangkan TGF- dapat
mengalihkan makrofag ke fenotipe M2 mengetik melalui jalur bergantung
SMAD?2/3/4124135,
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Gambar 2.9 Respons inflamasi makfrog pada nonendometriosis dan endometriosis

oleh Zhou F et al., J Reprod Immunol, 2022)"3

Endometriosis adalah kelainan inflamasi kronik, dan kasus dengan
gejala lesi peritoneum berhubungan dengan disregulasi produksi sitokin
dan perbedaan ekspresi gen inflamasi imun pada endometrium ektopik dan
eutopik, disertai dengan peningkatan jumlah bakteri dan kadar endotoksin




pada lingkungan peritoneum. Dalam kondisi seperti itu, gangguan
keseimbangan dinamis antara fenotipe makrofag M1 dan M2 dapat
berkontribusi terhadap patogenesis endometriosis. Fagositosis adalah salah
satu mekanisme pertahanan anti-mikroba utama dari sistem imun bawaan,
terutama dilakukan oleh neutrofil, monosit, dan makrofag. Mekanisme ini
memungkinkan eliminasi patogen dan sisa-sisa seluler. Oleh karena itu,
dalam kondisi normal di mana makrofag harus mampu menghilangkan
jaringan endometrium ektopik yang bermigrasi ke sana melalui menstruasi

retrograde!?4136,

Pada endometrium eutopik, terjadi penurunan kapasitas fagositik
makrofag dengan meningkatkan ekspresi Signal Regulatory Protein-a
(SIRP-a), dan menurunkan ekspresi reseptor pemulung CD36. Untuk
mendukung peran yang dimainkan oleh SIRP-a dalam memodulasi
fagositosis, makrofag. Peningkatan regulasi pensinyalan SIRP-a/CD47
memungkinkan sel-sel yang menyimpang lolos dari pengawasan imun.
CD47 juga bertindak sebagai reseptor untuk Thrombospondin 1 (TSP-
1), sebuah molekul dengan aktivitas anti-angiogenik terlibat dalam

penurunan kapasitas fagositik makrofag'®’

. Peninjauan oleh Chuang et
al.,’®® mengungkapkan bahwa tingkat CD36 yang berasal dari wanita
dengan endometriosis lebih rendah dibandingkan normal. Penurunan
fungsi CD36 oleh antibodi yang dinetralkan atau menghancurkan CD36
menggunakan siRNA mengganggu kemampuan fagositik makrofag
normal dalam kemampuan fagositik ini menyebabkan ekspresi CD36
yang lebih rendah pada endometriosis. Blokade CD36 merusak
kemampuan fagositik makrofag normal dan ekspresi berlebih nya
mengembalikan kapasitas fagositik makrofag dari wanita dengan
endometriosis. Peninjauan terdahulu pada model tikus menunjukkan
bahwa makrofag endogen terlibat dalam remodelling jaringan selama
perkembangan endometriosis, dan transisi fenotipik M1 ke M2 diperlukan
untuk pertumbuhan lesi ektopik'®.

Lin et al, menyimpulkan rasio M1 yang lebih rendah
dibandingkan M2 yang ditunjukkan pada kelompok endometriosis,
dibandingkan dengan kelompok kontrol. Data statistik pada peninjauan
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ini menggunakan tingkat signifikansi 0,05 (interval kepercayaan 95%).
Hasil peninjauan menunjukkan p = 0,0015 yang berarti rasio M1 wanita
penderita endometriosis lebih rendah dibandingkan M1 kelompok
kontrol. Ketidakseimbangan polarisasi makrofag M1 dan M2 berhubungan
dengan proses inflamasi yang dikaitkan dengan polarisasi aktivasi
makrofag, terutama makrofag M1 dalam kondisi inflamasi akut. Penurunan
rasio M1/M2 terjadi akibat dominasi makrofag M2 berhubungan dengan
proses peradangan kronik. Endometriosis menyebabkan polarisasi
makrofag menuju fenotipe yang mirip dengan M2 pada fase awal dan
M1 pada stadium lanjut, sehingga menyebabkan penurunan kapasitas
fagositik. Selain itu, tampaknya ada perbedaan fenotipik antara makrofag
yang diturunkan dari monosit. Peningkatan kadar berbagai sitokin dalam
rongga peritoneum dapat mendukung adanya keadaan makrofag dan sel
imun lainnya yang tidak teratur, berkontribusi terhadap pemeliharaan

lingkungan inflamasi kronis®!4!,

3. Interleukin 17A (IL-17A)

Endometriosis adalah penyakit kronis yang ditandai dengan
peningkatan sitokin pro-inflamasi dalam cairan peritoneum. Pada
peninjauan terdahulu memberikan resistensi tumor terhadap terapi anti-
VEGF melalui induksi dan sekresi faktor angiogenik dan inflamasi
seperti Chemokine Bv8 dan Interleukin-17A (IL-17A) dari sel stroma
tumor yang meningkatkan inflamasi granulosit sehingga timbul nyeri
pada endometriosis'**. Valmori et al.,'** meninjau Interleukin 17A (IL-
17A) yang terbukti terlibat dalam promosi pertumbuhan kanker ovarium
pada mencit melalui peningkatan regulasi mediator pro-angiogenik dan
inflamasi dari makrofag peritoneum kecil. Meskipun pada tinjauan-tinjauan
lain telah memahami peran IL-17A dalam patogenesis penyakit, namun
masih sedikit yang diketahui mengenai perannya dalam endometriosis dan
korelasi dengan tingkat keparahan penyakit endometriosis'*. Pada saat lesi
endometriosis melakukan invasi ke area luar uterus, maka T Helper 17
(Th-17) akan teraktivasi melalui Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-«)
dan Interleukin 6 (IL-6). Reaksi inflamasi ini akan memicu munculnya
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sitokin-sitokin pro-inflamasi, sehingga akan menimbulkan suasana
peradangan yang cukup kompleks. Sitokin Interleukin 17 (IL-17)
dikeluarkan pertama oleh sel T CD4 dalam bentuk percampuran antara
nonglycosylate dan N-glycosylated™. IL-17 Merupakan sitokin yang
berperan kuat sebagai pro-inflamasi di mana populasi T Helper (Th) yang
memproduksi IL-17 (sel Th17) berbeda dari sel Th1l dan sel Th2. Jenis
atau golongan dari IL-17 terbagi atas IL-17A, IL-17B, IL-17C, IL-17D,
IL-17E, IL-17F. IL-17A Pada manusia gen encodingnya IL-17 ada pada
kromosom?!. Interleukin 23 (IL-23) merangsang sel T CD4+ (sel darah
putih yang disebut limfosit yang berperan penting dalam sistem kekebalan
tubuh) untuk menginduksi sekresi IL-17 yang mengikuti induksi dari
T-cell receptor (TCR). IL-23 penting untuk ekspansi, kelangsungan
hidup, dan patogenisitas sel Th 17'%. Sitokin kunci yang diperlukan untuk
diferensiasi T Helper 17 (Th 17) merupakan kombinasi dari sitokin pro-
inflamasi dan anti-inflamasi, yaitu masing-masing Interleukin 6 (IL-6) dan
Tumor Growth Factor 3 (TGF-3)1°,
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Gambar 2.10 Sel endometriosis sebagai antigen intrasel maupun ekstrasel

(Oleh Giacomini E, et al., J Steroid Biochem Mol Biol)°
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Gambar 2.11 menunjukkan sel Th 17 memproduksi IL-21 dan
IL-22, selain IL-17 sebagai sitokin utama. Turunan Th 17 diartikan
dengan produksi sitokin interleukin-17 (juga disebut sebagai IL-17A)
dan Interleukin 17F (IL-17F), anggota IL-17 sebagai homodimer atau
heterodimer. Interleukin 21 (IL-21) selain beraksi dengan TGF-f untuk
memacu diferensiasi Th 17, juga diproduksi oleh sel Th 17. Sel Th 17
juga diketahui menghasilkan sitokin tertentu lainnya, termasuk TNF-o dan
Limfotoksin-B (LTp), IL 6, Interferon Gamma (IFN y), IL la dan subset
Th 17 yang ditandai oleh ekspresi reseptor kemokin (CCR6), ligan CCR®6,
CCL20 IL-17 menginduksi produksi sitokin inflamasi seperti Interleukin
1 (IL-1), Tumor Necrosing Factor Alpha (TNF«) dan Interleukin 6 (IL-6)
oleh fibroblas, monosit, dan makrofag'#’.

Konsentrasi sitokin seperti Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-a),
Interleukin 6 (IL-6) dan Interleukin 8 (IL-8) meningkat dalam cairan
peritoneum dan ditambah produksinya dari makrofag peritoneum yang
diaktifkan, terutama berkontribusi pada lingkungan inflamasi yang terkait
dengan patogenesis penyakit. Lebih lanjut, faktor sekretorik dari sel imun
memediasi vaskularisasi lesi endometriotik melalui neo-angiogenesis
yang distimulasi oleh Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) dan
vasculogenesis de novo di tempat implantasi melalui rekrutmen human
Endothelial Progenitor Cells (hEPC) yang diturunkan dari sumsum
tulang. Interleukin 17 A (IL-17A) berkontribusi pada neo-angiogenesis
dan memicu respons inflamasi secara terus menerus seperti yang tampak
pada Gambar 2.11148149,
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Gambar 2.11 Peningkatan IL 17A pada lesi endometriosis
(oleh Gorczynski RM et al., Exp Med Biol, 2020)'*

Terdapat beberapa peninjauan terdahulu yang menyelidiki peran IL-
17A dalam patogenesis endometriosis dan menunjukkan bahwa dengan
adanya lesi endometriosis terjadi peningkatan IL-17A yang bervariasi
sesuai pada tingkat keparahan penyakit, dan konsentrasi sistemis IL-
17A turun secara signifikan pada pasien endometriosis setelah operasi
pengangkatan lesi endometriosis. Patogenesis endometriosis diawali
dengan invasi dan proliferasi fragmen endometrium ke dalam peritoneum
rongga panggul yang menyimpang sehingga steroid ovarium akan membuat
pada perkembangan lesi endometriotik. Pada peninjauan terdahulu, model
endometriosis di babon, di mana endometrium yang disuntikkan secara
intraperitoneal menunjukkan peningkatan pelekatan pada membran
peritoneum dibandingkan dengan endometrium fase luteal. IL-17A
adalah sitokin pro-inflamasi yang memiliki peran penting dalam sistem
kekebalan tubuh, baik dalam melindungi tubuh dari infeksi maupun dalam
menyebabkan penyakit inflamasi dan autoimun. Sitokin ini diproduksi
oleh berbagai jenis sel imun, terutama sel T, dan memengaruhi berbagai
proses, termasuk aktivasi neutrofil, produksi sitokin lain, dan perbaikan

jaringan11,150,151
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Seperti tampak pada Gambar 2.12, dalam keadaan fisiologis normal,
endometrium manusia berada di bawah regulasi siklus oleh estrogen dan
progesteron, dengan lapisan fungsional mengalami proliferasi, diferensiasi
dan pelepasan jika implantasi tidak terjadi. Namun, komponen seluler dari
lesi endometriotik memberikan respons yang berbeda terhadap steroid

ovarium jika dibandingkan dengan endometrium normal.

Malformasi struktural epitel endometrium yang terlihat secara
makroskopis memberikan petunjuk terhadap peningkatan insiden
infertilitas pada wanita dengan endometriosis hal ini menjelaskan mengapa
hanya sebagian wanita yang menderita endometriosis®. Estradiol (E2),
suatu bentuk estrogen yang aktif secara biologis, memainkan peran
penting dalam rekonstruksi endometrium pasca menstruasi. Proliferasi sel-
sel endometrium dan pembentukan kembali pembuluh darah pada lapisan
fungsional endometrium didorong oleh aksi E2 yang berinteraksi dengan
reseptor, Estrogen Receptors Alpha (ER-a) dan Estrogen Receptors Beta
(ER-pB). Estradiol endometrium muncul terutama dari ovarium, tetapi juga
dari jaringan ekstraovarium seperti kelenjar adrenal dan adiposit yang
tiba di jaringan melalui sirkulasi. Karena peran E2 yang terlibat secara
luas dalam patogenesis endometriosis, berbagai intervensi farmasi yang
menargetkan penghambatan produksi estrogen ovarium diresepkan untuk
wanita dengan endometriosis, namun dengan tingkat keberhasilan yang
beragam®.
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Gambar 2.12 Hormon estradiol fase proliferasi menginduksi endometriosis

(oleh Tao et al., Am J Reprod Immunol)™

Meski gejala nyeri dapat diatasi saat menjalani pengobatan, namun,
nyeri seringkali muncul kembali segera setelah pengobatan dihentikan.
Penggunaan terapi farmasi yang mengandung E2 jangka panjang
mempunyai efek samping yang tidak diinginkan seperti perdarahan hebat,
penambahan berat badan, dan hilangnya kepadatan mineral tulang akibat
peningkatan hormon Gonadotrophin Releasing-Hormone Analogues
(GnRHa) dan hormon progestin (Medroxyprogesterone Acetate) yang
dipicu oleh E2'%2, Pengobatan lini ketiga yaitu inhibitor aromatase, dapat
digunakan bersama dengan jenis inhibitor lain yang ditargetkan untuk

menekan estrogen, namun, beberapa wanita menunjukkan perkembangan
resistensi terhadap aromatase inhibitor!3,

56




4. Protein Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)

Angiogenesis

Pada Gambar 2.13 tampak di mana Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) adalah protein angiogenik yang dihasilkan oleh sel tumor,
dibantu sel endotel dalam peranannya bagi pertumbuhan tumor. Aktivitas
VEGF yang meningkat dipicu keadaan hipoksia dan onkogen ras mutan.
Terdapat enam bentuk isoform VEGF yaitu VEGF-A, B, C, D, E, F, dan
Placenta Growth Factor (PIGF)™,

VEGF-E VEGF-F VEGF-D

VEGF-R1 VEGF-R2 VEGF-R3
+Angiogenesis -Angiogenesis 7 : :
*Metabolic effect *Endothelial cell migration .Igl;r:gg::g:i)fenems
*Monocyte activation *Endothelial cell proliferation «Inflammation
*Haematopoiesis +Vascular permeability
+Anti-apoptosis *Anti-apoptosis
+Anti-oxidation +Inflammation

Gambar 2.13 VEGF-A menginduksi angiogenesis
(oleh Machado DE, et al., J Exp Clin Cancer Res)'®’

Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A) mempunyai
beberapa bentuk, yaitu Vascular Endothelial Growth Factor A (VEGF-A
121), Vascular Endothelial Growth Factor A 165 (VEGF-A 165),
Vascular Endothelial Growth Factor A 189 (VEGF-A 189) dan Vascular
Endothelial Growth Factor A206 (VEGF-A206). Perbedaan bentuk
didasarkan pada keberadaan ikatan molekul tersebut dengan heparin.
Vascular Endothelial Growth Factor-A 165 (VEGF-A 165) merupakan
bentuk VEGF-A yang dominan pada pertumbuhan angiogenik yang
memicu angiogenesis dalam pembentukan pembuluh darah baru yang
dibutuhkan dalam pertumbuhan lesi endometriosis di luar rahim'*®. Dalam
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proses angiogenesis diperlukan asupan nutrisi dan oksigen serta adanya
peranan sel endotel yang diawali dengan aktivasi sel endotel, degradasi
membran basalis, migrasi sel endotel ke arah membran basalis yang rusak
dan strama di sekitarnya, proliferasi sel endotel, serta pembentukan lumen
yang mengarah ke jaringan endometriosis. Pemberian anti-angiogenik
dalam hal ini anti-VEGF akan membantu dalam upaya penghambatan
pertumbuhan dan perkembangan lesi endometriosis. Sebuah sistematik
review pada hewan coba menunjukkan bahwa kombinasi antara anti-
VEGF dengan terapi lainnya memberikan hasil yang lebih baik terhadap
pertumbuhan endometriosis®®'°6.

Peninjauan sebelumnya telah menunjukkan bahwa peningkatan
konsentrasi neutrofil dalam cairan peritoneum pasien dengan ektopik
endometrium mungkin merupakan hasil dari peningkatan konsentrasi
kemokin neutrofil poten, seperti IL-8. Selain itu, neutrofil mengeluarkan
sitokin seperti VEGF dan IL-8 dan IL-17A untuk mendorong proliferasi
dan invasi sel endometriosis dan angiogenesis. Pada proses ini, estrogen
terlibat dalam aktivasi neutrofil, dan ditemukan bahwa kultur in vitro
dengan adanya IL-6, TNF-a, lipopolisakarida (IPS) dan pelepasan VEGF
yang ditingkatkan estrogen dari makrofag peritoneum dan neutrofil yang
diisolasi. Sebaliknya, penghambatan aktivitas sinyal estrogen menurunkan
jumlah neutrofil dan ekspresi sitokin proinflamasi, sehingga menghambat
perkembangan ektopik endometrium. CXCL8, yang juga dikenal
sebagai interleukin-8 (IL-8), di mana IL-8 adalah protein 6-8 KDa yang
disekresikan oleh berbagai jenis sel termasuk monosit darah, makrofag
alveolar, fibroblas, sel endotel, dan sel epitel. Ekspresi IL.-8 diinduksi oleh
berbagai sitokin (IL-1, IL-6, CXCL12, TNF-a), keadaan hipoksia jaringan,
Reactive Oxygen Species (ROS), partikel bakteri, dan stres lingkungan
lainnya. Melalui pengikatan dengan dua reseptor nya, CXCR1 dan
CXCR2, IL-8 menjalankan fungsi fisiologis utamanya, yaitu mendorong
keadaan proinflamasi dan merangsang angiogenesis. IL.-8 adalah molekul
kemoatraktan kuat yang mendorong neutrofil dan juga monosit ke lokasi

inﬂamasi150,157,158
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Selain itu, IL-8 mendukung penyelesaian infeksi dengan bekerja,
terutama pada neutrofil dan mendorong fagositosis yang dimediasi neutrofil,
ledakan oksidatif, dan pelepasan perangkap ekstraseluler neutrofil. Selain
fungsi pro-inflamasinya, IL-8 juga mendukung angiogenesis dengan
mendorong proliferasi, kelangsungan hidup, dan migrasi sel endotel,
sehingga terjadi pembentukan pembuluh darah baru. Sifat proangiogenik
ini mendukung proses penyembuhan jaringan dari keadaan inflamasi pada
jaringan ektopik endometriosis di peritoneum'*.

I.  Terapi Andrografolid

Interaksi andrografolid dengan obat merupakan salah satu jenis interaksi
yang dapat menimbulkan perdebatan dalam terapi. Andrografolid
mengandung metabolit sekunder yang memiliki beberapa aktivitas
farmakologis. Oleh karena itu, penggunaan andrografolid dengan atau
tanpa obat konvensional dapat menimbulkan interaksi farmakodinamik
dan farmakokinetik yang berisiko menimbulkan efek samping. Sambiloto
(Andrographis paniculata Burm. f.) merupakan tanaman yang banyak
digunakan sebagai obat di negara-negara Asia, seperti Cina, Jepang,
Malaysia, Bangladesh, India, Thailand, dan Indonesia. Di Indonesia,
sambiloto dipasarkan oleh PT Dami Sariwarna dengan izin edar POM
TR. 213 375 751 yang berfungsi menjaga kekebalan tubuh, menurunkan
tekanan darah, menurunkan kadar gula, dan menghambat pertumbuhan
sel kanker. Efek farmakologi tanaman ini antara lain yaitu anti-inflamasi,
antimalaria, antivirus, antibakteri, penekan kekebalan, kardio dan
hepatoprotektif, antidiabetes, antiobesitas, dan antikanker'®.

Perawatan untuk endometriosis dapat dilakukan melalui pendekatan
farmakologis atau bedah. Penanganan farmakologis meliputi pemberian
obat Nonsteroidal Anti-inflammatory Drugs (NSAID) atau kontrasepsi
oral, yang dilanjutkan dengan injeksi Gonadotrophin Releasing-Hormone
Analogues (GnRHa). Namun, pengobatan farmakologis saat ini hanya
bersifat supresif sehingga bila pengobatan dihentikan, maka endometriosis
dapat kambuh kembali. Selain itu, konsumsi obat-obatan ini dalam jangka

59




panjang dikaitkan dengan efek samping yang menonjol. Perawatan
bedah yang radikal merupakan pengobatan definitif untuk endometriosis,
namun masih memiliki gambaran yang kontroversial'®’. Produk
andrografolid telah digunakan dalam mengobati berbagai penyakit
sejak awal peradaban. Di zaman modern ini, pengobatan andrografolid
telah banyak diteliti terkait efikasi dalam mengatasi berbagai gangguan
kesehatan, karena produk fitofarmaka dipercaya mengandung beberapa
manfaat seperti anti-inflamasi, antioksidan, antitumor, dan antihipertensi.
Peninjauan terdahulu pada obat-obatan yang mengandung andrografolid
menghasilkan berbagai khasiat pengobatan tradisional baik di Tiongkok
mulai dipelajari berbagai pengobatan alternatif untuk endometriosis.
Beberapa tanaman yang telah terbukti memberikan efek menguntungkan
pada endometriosis yaitu bunga Pueraria, bawang putih hitam, Uncaria
Tormentosa, Curcuma spp., Viburnum opulus, Calligonum comosum, dan
Andrographis paniculata'®.

1. Tanaman Sambiloto (Andrographis paniculata)

Andrographis paniculata merupakan spesies dalam famili
Acanthaceae yang telah lama digunakan sebagai bahan jamu obat untuk
flu dan demam, serta mampu meningkatkan kekebalan tubuh. Sambiloto
(Andrographis paniculata) merupakan suatu tumbuhan asli Indonesia
yang menjadi salah satu kategori tanaman obat yang saat ini menjadi
posisi utama sebagai bahan fitofarmaka yang aman untuk dikonsumsi dan
memiliki khasiat yang banyak untuk dijadikan bahan obat®.




Gambar 2.14 Andrographis paniculata dan bagian-bagiannya

(a) Bagian aerial, (b) bunga, (c) matang, (d) buah, (e) kapsul terbuka, (f) akar, (g) daun,
(h) batang, dan (i) benih.

(oleh Sundhani E et al., Molecules, 2022)"*

Pada Gambar 2.14 tampak tanaman sambiloto yang merupakan
tumbuhan berkhasiat obat berupa tumbuhan yang tumbuh ke atas dengan
tingginya bisa mencapai 90 cm. Penyebarannya dari India meluas ke
selatan sampai di Siam, ke timur sampai semenanjung Malaya, kemudian
ditemukan di Jawa. Tanaman ini tumbuh baik di dataran rendah sampai
ketinggian 700 meter dari permukaan laut. Sambiloto dapat tumbuh pada
curah hujan 2.000-3.000 mm/tahun dan suhu udara 25-32°C. Kelembapan
yang dibutuhkan termasuk sedang, yaitu 70-90% dengan penyinaran
sedikit lama*%4.

Nama sambiloto di beberapa daerah antara lain: sambilata (Melayu);
ampadu tanah (Sumatera Barat); sambiloto, ki pait, bidara, andiloto (Jawa
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Tengah); ki oray (Sunda); kaddas (Madura), sedangkan di China disebut
Chuan Xin Lien. Ketersediaan tanaman sambiloto di Indonesia juga
cukup banyak, sehingga dapat diperoleh dengan mudah dan ditemukan di
berbagai tempat. Menurut Badan Pengawasan Obat dan Makanan (BPOM),
tanaman ini telah dimasukkan dalam daftar tanaman unggulan yang dapat
dikembangkan di industri fitofarmaka. Secara empiris, tanaman ini telah
banyak dilakukan uji klinis dan kandungannya yang sangat bermanfaat.

Beberapa senyawa kimia yang utama dalam tanaman ini adalah
andrografolid, neoandrografolid, flavonoid, saponin, dan tannin.
Keistimewaan tanaman ini yaitu potensi antidiabetik tanaman ini sangat
tinggi. Banyak peninjauan mengenai flavonoid yang membuktikan
bahwa zat tersebut mampu digunakan sebagai bahan antidiabetik®.
Tumbuhan telah menarik banyak perhatian di bidang anti-inflamasi karena
aktivitas farmakologis dan kemanjurannya yang baik. Andrographis
paniculata merupakan bahan tumbuhan alami yang banyak digunakan
di seluruh dunia. Andrografolid merupakan bahan aktif utama yang
berasal dari Andrographis paniculata yang mempunyai efek baik dalam
pengobatan penyakit inflamasi. Andrographis paniculata, juga disebut
“King of Bitterness” karena sifatnya yang sangat pahit, termasuk dalam
genus Andrographis dan merupakan tanaman obat tradisional yang
populer'®, Andrografolid, lakton diterpenoid bisiklik, 3-[2-[decahydro-
6-hydroxy-5-(hydroxylmethyl)-5,8a-dimethyl-2-methylene-1-napthalenyl]
ethylidene]-dihydro-4-hydroxy-2(3H)-furanone, merupakan konstituen
aktif utama dan memiliki berbagai efek farmakologis, termasuk aktivitas
anti-inflamasi, anti-tumor, antidiabetik dan kardioprotektif. Saat ini,
andrografolid telah digunakan sebagai obat anti-inflamasi untuk infeksi
saluran pernapasan atas dan infeksi bakterial. Andrografolid dilaporkan
memiliki aktivitas imunoregulasi. Andrografolid juga menunjukkan efek
imunomodulator dengan secara efektif meningkatkan sel T sitotoksik,
sel NK berfungsi fagositosis, dan Antibody-Dependent Cell-Mediated
Cytotoxicity (ADCC) yang bergantung pada antibodi dengan meningkatkan
proliferasi dan induksi interleukin-2 (IL-2) limfosit Human Peripheral
Blood Lymphocytes (HPBLs)'®%1¢7,
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Andrographis paniculata telah banyak ditinjau terkait aktivitas
imunomodulatornya secara in vitro dan in vivo termasuk proliferasi
limfosit, meningkatkan aktivitas litik yang dimediasi sel melalui sel
NK, sitotoksisitas seluler yang bergantung pada antibodi, dan aktivitas
fagositosis'®. Peninjauan pada mencit yang mengandung tumor, tampak
andrografolid meningkatkan aktivitas sel NK melalui peningkatan Killer
Immunoglobulin Receptor (KIR) dan meningkatkan sekresi Interleukin 2
(IL-2) dan Interferon Gamma (IFN-y) oleh sel T dan dengan demikian
menghambat pertumbuhan tumor'®. Peninjauan lain pada mencit
menunjukkan andrografolid menghambat produksi sitokin Interferron
Gamma (IFN-gamma) dan Interleukin 2 (IL-2) menginduksi atau
meningkatkan proses apoptosis pada sel yang membantu sel kanker untuk
mati sendiri'’’. Sedangkan pada penelitian di manusia, menunjukkan
bahwa andrografolid dapat menurunkan ekspresi Tumor Necrosis
Factor-A (TNF-a) yang diinduksi Interseluler Adhesi Molekul-1 (ICAM-
1) dan adhesi sel HL-60 ke sel Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(HUVEC), yang berhubungan dengan penyakit inflamasi'”'.

ICAM-1 merupakan glikoprotein yang terdapat pada permukaan sel
dan reseptor adhesi, yang berfungsi sebagai pengatur pergerakan leukosit
dari sirkulasi ke tempat peradangan. Ekspresi nya terjadi pada sel endotel
vaskular, epitel, dan imun sebagai respons terhadap peradangan. Selain
itu, ekspresi ICAM-1 diinduksi oleh berbagai sitokin inflamasi, ekspresi
ICAM-1 berperan sebagai pengatur utama berbagai fungsi seluler dalam
kondisi patologis. Pada peninjauan sebelumnya, mekanisme Andrographis
paniculata yaitu penekanan aktivasi Nuclear Factor K-Light-Chain-
Enhancer Of Activated B Cells (NF-k[3), penurunan ekspresi molekul adhesi
sel E-selectin, pencegahan adhesi leukosit yang dimediasi E-selectin, dan
penurunan ekspresi ICAM-1 yang diinduksi Tumor Necrosis Factor Alpha
(TNF-a) sehingga terjadi hambatan adhesi endotel-monosit®.

Inflamasi merupakan respons fisiologis terhadap berbagai
rangsangan seperti infeksi. Inflamasi dimulai dengan inflamasi akut
yang merupakan respons awal terhadap kerusakan jaringan. Radang akut
memiliki dua komponen utama, yaitu perubahan vaskular dan aktivitas sel.
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Pada vaskular terjadi vasokonstriksi dalam hitungan detik setelah jejas,
setelah itu terjadi vasodilatasi arteriol yang mengakibatkan peningkatan
aliran darah sehingga menimbulkan gejala rubor dan kalor yang merupakan
tanda khas peradangan. Peningkatan neutrofil mulai berkelompok
pada permukaan vaskular endotel. Kontraksi sel endotel menyebabkan
terbentuknya celah antarsel pada venula post kapiler menyebabkan
peningkatan permeabilitas vaskular. Kontraksi sel endotel terjadi segera
setelah pengikatan dengan histamin, bradikinin, leukotrien selama 15- 30
menit, diikuti oleh peningkatan Tumour necrosis factor a (TNF-a) dan
Interleukin 1 (IL-1). TNF-a, IL-6, IL-1p menjadi mediator utama inflamasi
diproduksi dalam jumlah yang berlebih. Sitokin TNF-a adalah sitokin yang
terlibat dalam adhesi dan aktivasi neutrofil dan makrofag, serta koagulasi,
dan pembentukan edema, terutama selama peristiwa inflamasi pada lesi
endometriosis di jaringan intraperitoneal'’>!73,

Meningkatnya permeabilitas vaskular menyebabkan aliran cairan
kaya protein dan juga sel darah ke jaringan ekstravaskular. Hal ini akan
mengakibatkan tekanan osmotik cairan interstitial meningkat dan cairan
masuk ke dalam jaringan sehingga terjadi penimbunan cairan kaya protein
yang disebut dengan eksudat dan menimbulkan edema sebagai manifestasi
radang. Pada peninjauan sebelumnya, ditemukan Andrografolid
paniculata dapat mengurangi ekspresi beberapa gen proinflamasi,
termasuk Cyclooxygenase-2 (COX-2), Interleukin 6 (IL-6), Interleukin
8 (IL-8), Interleukin 1 [ (IL-1B), Efek anti-inflamasi Andrografolid
diinduksi dengan menghambat jalur sinyal Nuclear Factor Kappa-Light-
Chain-Enhancer of Activated B Cells (NF-xB). Hasil spektrometri massa
dan analisis molekuler docking yang menunjukkan bahwa Andrografolid
paniculata berikatan dengan sub-unit NF-kB p50 pada posisi Cys62'74.

Beberapa peninjauan terdahulu tentang pemberian andrographolide
pada mencit mampu memodulasi respons imun adaptif humoral dan
seluler dengan mengganggu proliferasi sel T dan pelepasan sitokin sebagai
respons terhadap stimulasi alogenik. di mana aktivasi sel T yang dimediasi
melalui efek tidak langsung pada priming sel T melalui gangguan maturasi
sel dendritik dan presentasi antigen. Andrografolid paniculata juga
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menunjukkan efek anti-apoptosis pada sel T yang menunjukkan bahwa
efek penghambatan yang diamati pada produksi sitokin. Ekstrak
Andrographis paniculata telah terbukti menghambat sekresi Tumor
Necrosis Factor Alpha (TNF-a) dan Interleukin 1 Beta (IL-1(3) dari garis
sel mirip makrofag yang distimulasi Lipopolysaccharide Stimulated
RAW264. LPS RAW?264.7 melalui penghambatan sinyal NF-kB pada
peninjauan menggunakan media cell line. Hasil ini konsisten dengan
tinjauan lain yang menunjukkan bahwa aktivasi sel T oleh Dendritik Cell
(DC) menyajikan antigen ke sel T yang merupakan respons sistem imun
innate maupun adaptif dapat ditekan oleh Andrographis paniculata'’>'"®.

2. Kandungan Bahan Aktif dalam Tanaman Sambiloto

Tampak pada Gambar 2.15 struktur andrografolid merupakan
diterpenoid labdane yang telah diisolasi dari batang dan daun Andrographis
paniculata, di mana kandungannya dijumpai pada tanaman sambiloto
bersama zat lain, di antaranya diterpene lakton dan glikosidanya,
seperti  andrografolid,  deoxyandrografolid,  11,12-didehydro-14-
deoxyandrographolide, dan neoandrografolid. Unsur flavonoid juga
terdapat pada tanaman ini. Daun dan percabangannya lebih banyak
mengandung lakton, sedangkan komponen flavonoid dapat diisolasi
dari akarnya, yaitu polimetoksiflavon, androgrdfin, panikulin, mono-0-
metil within, dan apigenin- 7,4 dimetileter. Selain komponen lakton dan
flavonoid, pada tanaman sambiloto ini juga terdapat komponen alkana,
keton, aldehid, mineral (kalsium, natrium, kalium), asam kersik, dan
damar'”’.
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Gambar 2.15 Struktur dari andrografolid

(oleh Bunthawong R et al., Bioorg Med Chem Lett)'>®

Kadar senyawa andrografolid dari ekstrak kental sambiloto
dalam bentuk bubuk yang diproduksi oleh Sigma-Aldrich MERCK -
merupakan senyawa kimia lain yang sudah diisolasi dari daun yang juga
pahit Diterpenoid viz, Deoxy Andrographolide- 193-D-glucosid, dan neo-
andrografolid. Andrografolid (C20H3005) yang merupakan komponen
aktif yang merupakan golongan Trihidroksi Lakton dan mengandung
Diterpen Lakton sehingga mudah larut dalam pelarut organik seperti
metanol, etanol, dan aseton, serta dalam pelarut nonorganik seperti asam
piridin dan asam asetat. Adanya cincin Benzene menyebabkan tingginya
titik leleh andrografolid, yaitu 228°C-230°C. Sifat fisika lainnya adalah
spektrum ultraviolet dalam etanol dengan panjang gelombang maksimum
223nm'7%8,

3.  Potensi Anti-Inflamasi pada Andrografolid

Andrografolid memiliki potensi yang besar sebagai obat anti-
inflamasi dengan berbagai mekanisme kerja. Menurut hasil beberapa
peninjauan yang telah dilakukan, Andrografolid bekerja pada sel RAW
264.7 dengan menginhibisi ekspresi protein Inducible Nitric Oxide
Synthase (iNOS), pada sel neutrofil dengan menginhibisi produksi radikal
oksigen15, pada sel fibroblas manusia dengan menginhibisi ekspresi




Cyclooxygenase Isoenzymes, sel Human Promyelocytic (HL-60) sebagai
anti inflamasi pada manusia dengan menginhibisi aktivasi NFkB dengan
secara langsung menghambat ekspresi gen pro-inflamasi dan dengan
memanipulasi inflamasi'”.

Kerusakan sel karena inflamasi akibat endometriosis menyebabkan
pelepasan enzim lisosom dari leukosit melalui aksinya pada membran
sel. Selain itu, berbagai jenis sel imun terlibat dalam proses angiogenesis
dengan memproduksi sitokin proinflamasi dan angiogenik, serta dengan
meningkatkan konsentrasinya dalam cairan peritoneum yang membentuk
lesi endometriotik'®. Proses angiogenesis lesi endometriotik terjadi pasca
infiltrasi neutrofil dan makrofag yang menyekresi Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) ke dalam lesi serta di dalam rongga peritoneum,
menunjukkan peran penting yang dimainkan oleh infiltrasi leukosit pada
model mencit endometriosis. Selain itu, sel dendritik telah menunjukkan
keterlibatannya dalam angiogenesis dan terjadi peningkatan distribusi
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor-2 (VEGFR-2) perivaskular
yang menginduksi migrasi sel endotel in vitro untuk mengekspresikan sel
dendrit yang imatur pada lesi endometriotik dengan kemampuan. Kehadiran
sel dendrit dalam rongga peritoneum mengakibatkan pertumbuhan lesi
endometriotik dan vaskularisasi lesi endometriotik yang berlebih pada

model mencit endometriosis!®'.

Pemberian Andrographis paniculata (sambiloto) secara oral
menunjukkan efek anti-inflamasi yang sangat signifikan pada pathogen-
induced mencit. Efek anti-inflamasi ditunjukkan melalui penekanan
pada infiltrasi sel neutrofil dan limfosit, penurunan produksi sitokin dan
kemokin. Mekanisme ini melibatkan aktivasi pada jalur Nuclear Factor
Kappa-Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells (NF-kB). merupakan
suatu kompleks protein yang pada keadaan istirahat akan berikatan
kovalen dengan Ikappab Kinase (IkB) yang terletak pada sitoplasma sel.
Hal ini dilakukan dengan menstimulasi protein penghambat siklus sel
p27 dan mengurangi ekspresi Cyclin-Dependent Kinase 4 (CDK4)'®,
Peningkatan proliferasi limfosit dan produksi Interleukin 2 (IL-2)
merupakan bukti aktivitas imunostimulator Andrographis paniculata yang
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juga meningkatkan produksi TNF dan ekspresi penanda Cyclin-Dependent
Kinase 4 (CDK4). Hal ini juga mengindikasikan peningkatan aktivitas
sitotoksik limfosit melawan sel kanker'®. Andrographis paniculata
meningkatkan aktivitas enzim perlindungan antioksidan, termasuk
katalase, superoksida dismutase, dan glutathione-S-transferase, sekaligus
menurunkan kadar glutathione, dengan menurunkan kadar zat reaktif
asam tiobarbiturat, dan meningkatkan konsentrasi glutathione. Ekstrak
tumbuhan ini secara signifikan menghambat aktivitas sitokin inflamasi
yang ditunjukkan dari peningkatan Reactive oxygen species (ROS).
Akumulasi ROS yang dimediasi phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)
dan neutrofil yang distimulasi N formil metionil leucyl phenylalanine
(fMLP) dapat dicegah melalui asupan Andrographis paniculata pada
model hewan. Hal ini menunjukkan kemampuan andrografolid dalam
menangkap radikal bebas untuk meminimalkan stres oksidatif dan
zat reaktif asam tiobarbiturat. Ekstraksi Andrographis paniculata
berikatan secara kovalen dengan sistein p50 dan Cys62 untuk mencegah
oligonukleotida NF-kB berikatan dengan protein inti. Akibatnya, hal
ini mengurangi ekspresi E-selectin dan selanjutnya menghambat adhesi
leukosit yang dimediasi E-selectin dengan menekan aktivasi NF-kB pada
sel endotel yang terstimulasi di mana terjadi adhesi sel endometriosis ke
sel endotel dan angiogenesis pada organ peritoneum. Dengan memblokir
ekspresi E-selectin, andrografolid mencegah sel endometrium menempel
pada endotelium pada organ peritoneum yang diaktifkan oleh reaksi sitokin
inflamasi. Hal ini ditunjukkan kemungkinan mekanisme yang digunakan
oleh Andrographis paniculata dalam menargetkan inflamasi seperti pada
Gambar 2.16176:184185,
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Gambar 2.16 Efek Andrografolid terhadap mekanisme imunomodulator

(oleh Rajanna M et al., J Ayurveda Integr Med, 2021)"%¢

Toll-like receptor (TLR) adalah mediator penting jalur inflamasi
di usus yang memainkan peran utama dalam memediasi respons imun
terhadap berbagai turunan patogen dan menghubungkan imunitas adaptif
dengan imunitas bawaan. Saat TLR pada permukaan sel mengenali
patogen, akan terjadi fosforilasi dan degradasi IkB sehingga NF-kB akan
mengalami translokasi nukleus dan berikatan dengan cis-acting NF-«kB
enhancer element sehingga memicu ekspresi mediator proinflamasi seperti
IL-1B dan IL-6. Produksi berlebih dari lesi endometriosis memicu Nitrit
Oksida (NO) dan prostaglandin E2 (PGE2), karena ekspresi isoform
yang diinduksi dari Nitric Oxide Synthase (iNOS) dan Cyclooxygenase-2
(COX-2), memainkan peran penting dalam proses inflamasi makrofag
yang diaktifkan. Sekresi sitokin proinflamasi dari makrofag dirangsang




dan dipromosikan oleh lipopolisakarida (LPS), yang menyebabkan
induksi iNOS, menghasilkan peningkatan produksi NO. Ekstrak metanol
Andrographis paniculata dan Andrographolid yang diinkubasi dengan
makrofag telah dilaporkan menghambat produksi NO yang dirangsang
LPS dengan cara yang bergantung pada konsentrasi'®!#°,

Hasil peninjauan sebelumnya menunjukkan bahwa Andrographolide
dapat menghambat adhesi neutrofil dengan cara menekan upregulasi dari
Macrophage-1 antigen (Mac-1). Andrographolide juga dapat menghambat
produksi macrophage inflammatory protein (MIP)-2 pada makrofag Raw
264,7 yang distimulasi dengan LPS/INF-y dan pada peritoneal makrofag
mencit yang diinduksi endotoxemia (toksin pada bakteri gram negatif berupa
lipopolisakarida pada membran luar dari dinding sel yang pada keadaan
tertentu bersifat toksik pada inang tertentu). Kelebihan andrografolid
sebagai anti-inflamasi adalah kemampuannya sebagai gastroprotektif yang
tidak ditemukan pada penggunaan NSAID karena merusak gastrointestinal
akibat penghambatan cyclooxygenase-2 (COX- 2). Efek ini menyebabkan
mukus dalam jumlah lebih pada jaringan lambung hewan uji. Selain itu,
andrografolid juga bekerja dengan menurunkan jumlah pepsin dalam
cairan asam lambung secara signifikan'®>1%7,

Menurut peninjauan yang dilakukan secara in vivo, andrografolid
akan bekerja terhadap COX-2 setelah membentuk ikatan hidrogen dengan
situs pengikatan Arg513 dengan SC-558 pada andrografolid. Kandungan
fitokimia dalam sambiloto adalah flavonoid dan lakton pada andrografolid,
yaitu senyawa lakton utama pada sambiloto yang sudah diisolasi dalam
bentuk murni dan telah dilakukan uji aktivitas farmakologis dan memiliki
beberapa aktivitas farmakologi seperti imunosupresan, antitrombotik,
antivirus, serta anti-inflamasi'®®. Beberapa peninjauan terdahulu juga
melaporkan bahwa ditemukan sejumlah kecil kasus urtikaria (reaksi kulit
yang ditandai dengan benjolan atau papula yang tiba-tiba, disertai rasa
gatal). Hal ini terjadi dengan penggunaan 30 mg andrografolid, tiga kali
sehari dan dapat menyebabkan ketidaknyamanan lambung, muntah, dan

kehilangan nafsu makan*#%,
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4.  Bioavaibilitas pada Andrografolid

Andrografolid merupakan komponen aktif utama dalam herba
sambiloto (Andrographis paniculata). Komponen aktif ini memiliki
beberapa aktivitas farmakologi seperti sebagai imunosupresan,
antitrombotik, antivirus, antioksidan, serta anti-inflamasi. Andrografolid
sebagai anti-inflamasi dan antioksidan bekerja meningkatkan ekspresi
enzim Fosfoinositida 3-Kinase (P-PI3K), Protein Kinase B (P-AKT), dan
Polymorphisme Synthase Nitrat Oksida Endotel (P-eNOS) yang dihambat
oleh disfungsi endotel, sehingga menekan ekspresi gen Interleukin 1§ (IL-
1B), Interleukin 6 1L-6, Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF «), ekspresi
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) dan Tumor Growth Factor-3
(TGF-B)"'. Sambiloto (Andrographis paniculata Nees.) telah banyak
diketahui memiliki efek farmakologi, salah satunya sebagai anti-inflamasi.
Salah satu golongan senyawa yang terkandung dalam sambiloto adalah
flavonoid yang berperan dalam penghambatan proses inflamasi. Inflamasi
atau radang merupakan suatu respons protektif normal terhadap luka atau
jaringan yang disebabkan oleh trauma fisik, zat kimia yang merusak atau
zat-zat mikrobiologik. Inflamasi adalah usaha tubuh untuk menginaktivasi
atau merusak organisme yang menyerang, menghilangkan zat iritan dan
mengatur derajat perbaikan. Inflamasi juga dicetuskan oleh pelepasan
mediator kimiawi dari jaringan yang rusak3!-1%,

Peninjauan Hiroki Doi et al., pada cell culture menunjukkan efek
anti-inflamasi andrografolid menyebabkan penekanan aktivitas Tumor
Necrosing Factor Alpha (TNF-a) atau Interleukin 6 (IL-6) melalui
penghambatan Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells (NF-xB). TNF-a dan IL-6 merupakan mediator inflamasi utama
dan diproduksi di makrofag yang terstimulasi oleh lipopolisakarida (LPS)
yang terlokalisasi pada membran luar bakteri gram-negatif. Sitokin pro-
inflamasi, termasuk TNF-a dan IL-6, diproduksi melalui Toll-like receptor
4 (TLR4) pada makrofag yang teraktivasi LPS. TNF-a, salah satu sitokin
yang terlibat dalam reaksi fase akut, mengatur sel imun dan menghambat
tumorigenesis dengan menginduksi apoptosis atau inflamasi. IL-6
merupakan mediator penting respons inflamasi dan berhubungan dengan
diferensiasi dan pertumbuhan pada banyak tumor. Sitokin inflamasi
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ini diatur oleh NF-«kB, yang mengontrol tidak hanya respons inflamasi,
tetapi juga proses biologis seperti kelangsungan hidup sel, proliferasi,

diferensiasi, dan homeostasis sel'*.

Menurut peninjauan Gupta et al., andrografolid menurunkan faktor
inflamasi lebih efektif dibandingkan deksametason pada mencit dengan
penyakit rheumatoid arthritis (RA) ketika 100 mg/kg diberikan ke setiap
hewan pada hari ke 1, 3, dan 5. Dalam peninjauan ini, variabel inflamasi
COX -2, NF-B, CD40, TNF-, IL-1, dan IL-6 mengalami penurunan. MCP-
1, hs-CRP, dan IL-1 adalah jalur inflamasi lain yang mampu ditekan oleh
andrografolid. Mekanisme ini telah dibuktikan oleh Shu et al., dalam studi in
vivo. Tinjauan terdahulu menemukan beberapa interleukin yang dihambat
oleh andrografolid, yaitu IL.-23, IL-1j3, IL-6, IL.-17A, dan IL-1. Peninjauan
lain yang dalam menilai efek andrografolid pada mencit dengan penyakit
rheumatoid arthritis, menemukan bahwa dibandingkan dengan monoterapi,
terapi andrografolid dan metotreksat secara bersamaan menghasilkan hasil
terapi yang lebih baik dengan penurunan hepatotoksisitas dan peningkatan
manfaat anti-rematik!941%,

Tinjauan terdahulu menggunakan model mencit transgenik dengan
penipisan sel dendrit dan menemukan bahwa lesi endometriosis pada
mencit yang kekurangan sel dendrit memiliki ukuran yang jauh lebih
besar dibandingkan dengan kontrol dan menunjukkan penurunan ekspresi
CD69, sebagai penanda aktivasi sel T dan sel NK dan mengatur proses
angiogenik, serta bagian dari aktivasi imun selama perkembangan lesi

endometriosis!’®1%7,

J.  Mencit dengan Endometriosis

Lesi endometriosis yang menginfiltrasi peritoneum >5 mm didefinisikan
sebagai endometriosis infiltrasi susukan dalam atau Deep Infiltrating
Endometriosis (DIE) dikenal sebagai bentuk klinis endometriosis yang
paling parah dan dibutuhkan penatalaksanaan klinis komprehensif. Terapi
yang ada saat ini masih merupakan terapi yang menghilangkan gejala,
sehingga membutuhkan pemahaman mengenai patofisiologi DIE, yang
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mungkin disebabkan oleh kurangnya model hewan yang sesuai. Model DIE
yang diterapikan pada babon dengan pencangkokan autologous jaringan
uterus besar (baik endometrium maupun uterus dengan ketebalan penuh)
ke dalam peritoneum dan menunggu selama 5-6 bulan telah dilaporkan'®.
Meskipun merupakan langkah signifikan dalam memperoleh wawasan
lebih lanjut mengenai patofisiologi endometriosis, tetapi model ini masih
sangat mahal dan memerlukan fasilitas dan keahlian dalam penggunaan
primata non-manusia sehingga sebagian besar laboratorium tidak dapat
menggunakannya. Sebaliknya, model endometriosis hewan pengerat
seperti mencit, akan jauh lebih menarik secara ekonomi dan logistik*.

Namun, dalam lebih dari 20 tahun terakhir, model hewan pengerat
DIE telah dicoba tetapi sejauh ini tidak menghasilkan hasil yang signifikan.
Mencit (mus musculus) galur BALB/C dinilai mempunyai keunggulan lebih
baik dibandingkan tikus sebagai pengembangan model praklinis dalam
penelitian biomedis. Pertama, ukurannya yang lebih kecil, siklus estrus dan
kehamilan yang lebih pendek, serta latar belakang yang homogen secara
molekuler memungkinkan peninjauan pada kelompok hewan yang lebih
besar, sehingga memfasilitasi pencapaian kekuatan biologis dan statistik
dalam peninjauan eksperimental. Kedua, mencit adalah spesies yang
memiliki anotasi yang baik secara molekuler, sehingga memungkinkan
peneliti memanfaatkan sejumlah besar alat interogatif untuk menyelidiki
kondisi penyakit multifaktorial yang kompleks'>1%,

Manipulasi perubahan target gen kandidat membuat mencit sangat
cocok untuk membedah dasar molekuler dari patogenesis penyakit. Namun,
mencit, seperti anggota keluarga hewan pengerat lainnya, umumnya
tidak mengalami menstruasi dan tidak mengalami endometriosis secara
spontan. Akibatnya, tinjauan sebelumnya yang menjadikan hewan coba
endometriosis menggunakan mencit memerlukan induksi menstruasi dan
transplantasi endometrium untuk induksi lesi endometriotik. Menstruasi
dan desidualisasi spontan dilaporkan terjadi pada mencit berduri (Acomys
cahirinus) yang memiliki sistem reproduksi tertutup dan cukup rentan

terhadap preferensi makanan®*-2°,
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Pada peninjauan sebelumnya telah dilakukan pengembangan model
mencit (Mus musculus) galur BALB/C endometriosis yang memasukkan
endometriosis ke dalam peritoneum dengan meniru gambaran estrogenik
dan inflamasi pada lesi peritoneum manusia. Pada tinjauan ini, menstruasi
diinduksi pada mencit donor dewasa (berusia sekitar 8 minggu) yang
kemudian diberikan suntikan 100 ng estradiol-17f (hari ke-7 hingga ke-
9), dan diberi pakan progesteron (P4; Sigma-Aldrich, Dorset, UK) yang
diberikan melalui implan 5 ng estradiol-17f dari SILASTIC (Dow Corning
Corp, Midland, MI) dari hari ke-13 hingga ke-19 dan terjadi desidualisasi
diinduksi pada uterus dan jaringan endometrium dalam proses pelepasan
dari tanduk desidualisasi diambil dari mencit yang dieutanasia pada hari
ke-19%2,

Peninjauan terdahulu yang menggunakan mencit (Mus musculus)
galur BALB/C mendekati mekanisme teori inflamasi dengan memasukkan
fragmen endometrium segar sehingga terjadi mereplikasi implantasi
spontan endometrium yang dipindahkan ke tempat ektopik. Pertimbangan
menyeluruh terhadap faktor-faktor yang mempengaruhi pertumbuhan dan
perkembangan lesi, seperti hormon dan varian genetik, juga merupakan
hal mendasar dalam pemilihan model murine yang ideal, setelah tiga
minggu terjadi pada tingkat yang jauh lebih tinggi ketika induksi terjadi
selama proestrus dibandingkan estrus, terlepas dari strainnya. Mencit
(Mus musculus) galur BALB/C lebih mungkin mengalami lesi tipe padat.
Studi terdahulu menunjukkan bahwa fase siklus dan hormon serta genetika
yang terkait dengan strain dapat mempengaruhi patogenesis lesi yang
berhubungan dengan siklus hormonal pada wanita selama menstruasi,
hormon steroid seks rendah, dan sistem kekebalan tubuh lebih aktif.
Lesi diperkirakan tumbuh ketika kadar estrogen meningkat selama fase
proliferasi siklus menstruasi (>5 hari)?°!. Tinjauan lain membahas tentang
pembentukan endometriosis dari manusia pada mencit (Mus musculus)
galur BALB/C betina diberikan injeksi intraperitoneal endometriosis
ke rongga peritoneum mencit (Mus musculus) galur BALB/C. Proses
implantasi endometriosis manusia ke rongga peritoneum mencit (Mus
musculus) galur BALB/C hingga menjadi endometriosis susukan dalam
(DIE) membutuhkan waktu 14 hari®®.
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Terdapat variasi antarpeninjauan dan mencakup saline yang
membutuhkan media Modified Eagle Medium Dulbecco (DMEM) agar
dapat meniru salinitas dan pH rongga peritoneum sehingga jaringan
endometriosis yang disuntikkan dapat mempertahankan kelangsungan
hidup pada mencit. Jaringan dari manusia disuspensikan menjadi 200-500
pl larutan yang kemudian disuntikkan ke dalam rongga peritoneum?® !,

Meskipun injeksi endometrium intraperitoneal lebih mendekati
patofisiologi menstruasi retrograde dibandingkan metode implantasi
bedah, tetapi tidak ada perbedaan bermakna dalam hal jumlah, distribusi,
dan fenotipe lesi. Lesi pada model injeksi intraperitoneal seringkali terletak
di jaringan lemak di sekitar kandung kemih, peritoneum parietal, serta
peritoneum visceral rahim dan usus. Rata-rata model ini menghasilkan
2-3 lesi yang mengandung kelenjar berlapis epitel dengan stroma
terorganisir, infiltrasi imun makrofag yang mengandung hemosiderin, dan
area fibrotik. Lesi kistik adalah nodul berisi cairan dengan warna mulai
dari putih, merah muda, hingga cokelat yang menampilkan kelenjar dan
stroma endometrium. Lesi kistik mengalami vaskularisasi dan disusupi
sel inflamasi. Lesi padat berwarna hitam/cokelat dan merah tua, berisi
makrofag hemosiderin dan sel imun lainnya, serta dibungkus oleh jaringan
ikat. Lesi ini memiliki ukuran dan berat yang bervariasi yang disebabkan
oleh jumlah jaringan dan ukuran fragmen yang bervariasi yang disuntikkan
pada kelompok yang berbeda?*.

1. Perubahan Sistem Imun Mencit Endometriosis

Makrofag rongga peritoneum adalah salah satu populasi makrofag
yang paling banyak dipelajari pada tikus dan mencit karena kemudahan
isolasinya. Dua subset makrofag peritoneum dikenali pada mencit
berdasarkan ekspresi diferensial F4/80 dan MHC II. Penghuni jaringan,
yang disebut Large Peritoneum Macrophage (LpM) (karena ukurannya
yang lebih besar) adalah F4/80hi, MHC Illo, dan Small Peritoneum
Macrophage (SpM) yang diturunkan dari monosit adalah F4/80lo MHC
IThi. LpM adalah populasi makrofag yang paling melimpah di rongga
peritoneum dalam keadaan stabil dan membentuk populasi residen
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jaringan, mereka bersifat fagositik dan melakukan peran imunosurveilan
dan homeostatis dalam rongga peritoneum serta memediasi perekrutan
dan pemeliharaan sel B. Pada mencit, populasi LpM terdiri atas sel-sel
yang berasal dari embrio, namun makrofag yang berasal dari monosit akan
menggantikan LpM yang berasal dari embrio seiring berjalannya waktu,
suatu proses yang sangat bergantung pada jenis kelamin dan usia, serta
lebih lambat pada mencit betina. Seiring waktu, monosit Ly6Chi yang
merupakan glikoprotein yang diekspresikan pada prekursor makrofag/sel
dendritik memasuki rongga peritoneum dengan cara yang bergantung pada
CCR2 dan berdiferensiasi secara sementara menjadi Small Peritoneum
Macrophage (SpM), sebelum bertransisi menjadi Large Peritoneum
Macrophage (LpM) residen jaringan. Dengan demikian, LpM merupakan
sel yang berasal dari embrionik dan monosit dan kedua populasi tersebut
telah terbukti berbeda secara transkripsi satu sama lain. SpM terlibat dalam
respons inflamasi di rongga peritoneum, namun perannya dalam kondisi
stabil rongga peritoneum masih belum jelas?*>%,

Tinjauan terdahulu oleh Bacci et al.,**

yang telah melakukan injeksi
intraperitoneal makrofag dalam model eksperimental endometriosis,
menunjukkan bahwa transfer adoptif makrofag M2 meningkatkan
pertumbuhan endometriosis pada tikus, sedangkan makrofag M1
melindungi mencit dari tumbuhnya endometriosis. Injeksi makrofag Low-
dose lipopolysaccharide (LPS) mengurangi pertumbuhan lesi dengan

menurunkan produksi IL-6 dan TNF-a di peritoneum mencit.

K. Andrografolid untuk Mencit dengan Endometriosis

Tinjauan ini memuat presumsi bahwa kadar TNF-a lebih rendah pada
cairan peritoneum setelah pemberian andrografolid pada mencit (Mus
musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid
dengan dosis 0,05 mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB, dan 0,2 mg/kg BB.
Dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama 7 hari.

Kemudian kadar IL-17A lebih rendah pada cairan peritoneum
setelah pemberian andrografolid pada mencit (Mus musculus) galur
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BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis 0,05
mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB dan 0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa terapi dan
terapi dienogest selama tujuh hari.

Adapun ekspresi VEGF-A pada jaringan intraperitoneal lebih rendah
setelah pemberian andrografolid terhadap mencit (Mus musculus) galur
BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis 0,05
mg/kg BB, dosis 0,1 mg/kg BB dan dosis 0,2 mg/kg BB dibandingkan
tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari pemberian terapi.

Ekspresi P53 pada jaringan intraperitoneal lebih rendah setelah
pemberian andrografolid terhadap mencit (Mus musculus) galur BALB/C
endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg
BB, dosis 0,1 mg/kg BB, dan dosis 0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa
terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari pemberian terapi.

Selain itu, ekspresi Ki-67 pada jaringan intraperitoneal lebih rendah
setelah pemberian andrografolid terhadap mencit (Mus musculus) galur
BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis 0,05
mg/kg BB, dosis 0,1 mg/kg BB dan dosis 0,2 mg/kg BB dibandingkan
tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari pemberian terapi.

Adapun rasio jumlah M1/M2 lebih tinggi pada cairan peritoneum
setelah pemberian andrografolid pada mencit (Mus musculus) galur
BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis 0,05
mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB, dan 0,2 mg/kg BB. Dibandingkan tanpa terapi
dan terapi dienogest selama tujuh hari.

Pertumbuhan jaringan endometriosis pada peritoneum menjadi lebih
sempit setelah pemberian andrografolid pada mencit (Mus musculus) galur
BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan dosis 0,05
mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB, dan 0,2 mg/kg BB. Dibandingkan tanpa terapi
dan terapi dienogest selama tujuh hari.
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Andrografolid untuk
Penyakit Endometriosis

A. Pengelompokan Mencit

Jenis tinjauan ini yaitu preklinik dengan studi in vivo dan rancangan post
test only control group design di mana outcome diukur setelah pemberian
perlakuan dari cairan peritoneum yang diambil dari pembedahan. Studi
in vivo bertujuan untuk menentukan aktivitas dan efek farmakologis dari
Andrographis paniculata (sambiloto) pada kasus endometriosis setelah
diinduksi dengan jaringan endometriosis secara intraperitoneal pada
hewan. Peninjauan ini menggunakan mencit (Mus musculus) galur
BALB/C yang sehat, berat badan 20-30 gram, sebanyak 42 mencit yang
terbagi menjadi enam kelompok. Sebelum intervensi, semua hewan coba
dipelihara dalam kandang individu dengan ventilasi terbuka, suhu ruangan
21-23°C, dan kelembapan 55 + 5%.

Sebelum dirandomisasi, mencit putih diaklimatisasi selama tujuh
hari. Peninjauan ini dimulai dengan randomisasi menentukan mencit coba
yang dijadikan model endometriosis sesuai dengan yang dilakukan pada
tinjauan sebelumnya®”. Peninjauan ini menggunakan enam kelompok,
yaitu kelompok 1 (N) adalah mencit tanpa perlakuan, kelompok 2 (KN)
adalah mencit yang diberikan injeksi endometriosis intraperitoneal,
kelompok 3 (KP) adalah mencit yang diberikan injeksi endometriosis
intraperitoneal kemudian diberikan terapi dienogest, kelompok 4 (P1)
adalah yang diberikan injeksi endometriosis intraperitoneal kemudian diberi
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andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg BB selama tujuh hari, kelompok

5 (P2) adalah yang diberikan injeksi endometriosis intraperitoneal

kemudian diberi andrografolid dengan dosis 0,1 mg/kg BB selama tujuh

hari, dan kelompok 6 (P3) adalah yang diberikan injeksi endometriosis

intraperitoneal kemudian diberi andrografolid dengan dosis 0,2 mg/kg BB

selama tujuh hari.

Penjelasan mengenai 6 kelompok mencit adalah sebagai berikut:

1.

Kelompok Kontrol Normal (N) adalah kelompok tanpa perlakuan
apapun.

Kelompok Kontrol Negatif (KN) adalah kelompok yang diberi
perlakuan berupa injeksi endometriosis intraperitoneal tanpa terapi
apapun.

Kelompok Kontrol Positif (KP) adalah kelompok yang diberi
perlakuan berupa injeksi endometriosis intraperitoneal yang setelah
14 hari diberikan terapi standar yaitu dienogest dengan dosis 0,005
mg/kg BB selama tujuh hari.

Kelompok Perlakuan pertama (P1) adalah kelompok yang diberi
perlakuan berupa injeksi endometriosis intraperitoneal yang setelah
14 hari tanpa terapi standar diberikan Andrographis paniculata
dengan dosis 0,05 mg/Kg BB selama tujuh hari.

Kelompok Perlakuan kedua (P2) adalah kelompok yang diberi
perlakuan berupa injeksi endometriosis intraperitoneal yang setelah
14 hari tanpa terapi standar diberikan Andrographis paniculata
dengan dosis 0,1 mg/Kg BB selama tujuh hari.

Kelompok Perlakuan ketiga (P3) adalah kelompok yang diberi
perlakuan berupa injeksi endometriosis intraperitoneal yang setelah
14 hari tanpa terapi standar diberikan Andrographis paniculata
dengan dosis 0,2 mg/Kg BB selama tujuh hari.
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Gambar 3.1 Pengelompokan Mencit
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Keterangan:

P : Populasi mencit putih

S : Sampel mencit putih

R : Randomisasi

N : Kelompok normal yang tidak diberi perlakuan apapun

KN : Kelompok kontrol negatif, diberikan injeksi intramuskuler siklosporin A 0,2 mg/
kg BB dan estrogen 0,1 mg/kg BB, injeksi endometriosis intraperitoneal, dan tidak
diberikan terapi.

KP : Kelompok kontrol positif, injeksi intramuskuler siklosporin A 0,2 mg/kg BB
dan estrogen 0,1 mg/kg BB diberikan injeksi endometriosis intraperitoneal dan
diberikan terapi dienogest sebagai terapi standar dengan dosis 0,005 mg/kg BB
selama tujuh hari.

P1 : Kelompok 1, diberikan injeksi intramuskuler siklosporin A 0,2 mg/kg BB dan
estrogen 0,1 mg/kg BB injeksi endometriosis intraperitoneal, serta diberikan terapi
andrographolide dengan dosis 0,05 mg/kg BB.

P2 : Kelompok 2, injeksi intramuskuler siklosporin A 0,2 mg/kg BB dan estrogen 0,1
mg/kg BB diberikan injeksi endometriosis intraperitoneal dan diberikan terapi
andrographolide dengan dosis 0,1 mg/kg BB.

P3 : Kelompok 1, injeksi intramuskuler siklosporin A 0,2 mg/kg BB dan estrogen

0,1mg/kg BB diberikan injeksi endometriosis intraperitoneal dan diberikan terapi

andrographolide dengan dosis 0,2 mg/kg BB.
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: Induksi positif (Injeksi endometriosis intraperitoneal).

: Induksi positif + terapi dienogest dengan dosis 0,005 mg/kg BB selama tujuh hari.
: Induksi positif + terapi andrographolide dengan dosis 0,05 mg/kg BB.

: Induksi positif + terapi andrographolide dengan dosis 0,1 mg/kg BB.

: Induksi positif + terapi andrographolide dengan dosis 0,2 mg/kg BB.

: Jumlah Makrofag M1, Jumlah Makrofag M2, kadar TNF a, kadar IL 17A, ekspresi

VEGF-A, P53 dan Ki-67 pada jaringan intraperitoneal di kelompok normal.

: Jumlah Makrofag M1, Jumlah Makrofag M2, kadar TNF a, kadar IL 17A, ekspresi

VEGF-A, P53 dan Ki-67 pada jaringan intraperitoneal di kelompok kontrol negatif.

: Jumlah Makrofag M1, Jumlah Makrofag M2, kadar TNF a, kadar IL 17A, ekspresi

VEGF-A, P53 dan Ki-67 pada jaringan intraperitoneal di kelompok kontrol positif,

yaitu kelompok yang diberi induksi positif + terapi dienogest.

: Jumlah Makrofag M1, Jumlah Makrofag M2, kadar TNF a, kadar IL 17A, ekspresi

VEGF-A, P53 dan Ki-67 pada jaringan intraperitoneal di kelompok perlakuan 1,
yaitu kelompok yang diberi Induksi positif + terapi andrographolide dengan dosis
0,05 mg/kg BB.

: Jumlah Makrofag M1, Jumlah Makrofag M2, kadar TNF a, kadar IL 17A, ekspresi

VEGF-A, P53 dan Ki-67 pada jaringan intraperitoneal di kelompok perlakuan 2,
yaitu kelompok yang diberi Induksi positif + terapi andrografolid dengan dosis 0,1
mg/kg BB.

: Jumlah Makrofag M1, Jumlah Makrofag M2, kadar TNF a, kadar IL 17A, ekspresi

VEGF-A, P53 dan Ki-67 pada jaringan intraperitoneal di kelompok perlakuan 2,
yaitu kelompok yang diberi Induksi positif + terapi andrografolid dengan dosis 0,2
mg/kg BB.

Pengendalian validitas internal:

—h

P ap o

Jenis kelamin

Umur

Berat badan

Varietas mencit BALB/C

Pakan menggunakan bahan pakan dengan komposisi standar yang
terdiri atas karbohidrat, protein, dan lemak

Pemeliharaan dengan kandang yang individual

Lingkungan tidak membuat stres
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B. Kriteria Mencit Terpilih

Peninjauan ini menggunakan mencit (Mus musculus) BALB/C di
Laboratorium Rekayasa Hewan Fakultas Hewan Universitas Airlangga
Surabaya. Mencit yang dipilih yaitu BALB/C yang sehat, berat badan 20-
30 g, umur 2-3 bulan yang diperoleh dari Pusat Veterinaria Farma Surabaya,
dan dipelihara dalam kandang individu dengan ventilasi terbuka, suhu
ruangan 21-23°C dan kelembapan 55 + 5%, dan penerangan terang 12 jam
(pukul 07.00-19.00), kegelapan 12 jam (pukul 19.00-07.00).

Kriteria inklusi mencit yaitu mencit (Mus musculus) BALB/C yang
tanpa induksi dan yang telah diinduksikan dengan suntikan intraperitoneal
(IP) tunggal dengan 400 mg jaringan endometrium yang telah di ekstrak.
Mencit betina dan berwarna putih dengan berat badan 20-30 gram. Usia
mencit yaitu 2-3 bulan serta dalam keadaan sehat dan lincah. Adapun
kriteria eksklusi dari mencit yaitu pernah dipakai sebagai hewan coba
peninjauan lain, memiliki cacat tubuh yang tampak dari pengamatan luar,
perilaku berubah lemah dan tidak aktif bergerak atau cedera (mencit sakit),
dan mencit tampak sakit. Kriteria drop out dari mencit yaitu mati pada
saat penelitian berlangsung, dan luka terjepit kandang setelah mendapat
perlakuan.

Pemilihan secara acak sederhana dilakukan pada mencit (Mus
musculus) BALB/C untuk menghindari bias karena faktor umur dan berat
badan. Randomisasi langsung dapat dilakukan karena pengambilan mencit
(Mus musculus) BALB/C yang telah memenubhi syarat sehingga dianggap
cukup. Masing-masing kelompok perlakuan menggunakan tujuh mencit
(Mus musculus) BALB/C. Angka tersebut diperoleh dari perhitungan
jumlah sampel menurut Federer®®,

Rumus Federer = (n-1) (t-1) > 15 (Keterangan: n: besar sampel
setiap kelompok T: jumlah kelompok). Menurut rumus Federer, banyaknya
sampel yang diperlukan:

(n-1) (t-1) > 15
(n-1) (T-1) > 15
(n-1) (6-1) = 15
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(n-1) (5) = 15

(n) >5+1

(n) 6

Do =10%

Ndo = 6/(1-0,9) = 0,44 = 6,66

7 mencit

Jumlah mencit yang digunakan yaitu tujuh ekor. Hal ini dilakukan
untuk memudahkan penulis dalam perhitungan analisis data. Sehingga
jumlah mencit (Mus musculus) BALB/C yang digunakan pada peninjauan
ini sebanyak 42 ekor.

C. Dosis Andrografolid

Berdasarkan dari beberapa peninjauan, sambiloto digunakan untuk
memperbaiki kondisi tubuh dalam bentuk sediaan serbuk/bubuk yang
dimasukkan dalam kapsul digunakan dengan dosis 60 mg/hari (pada berat
badan orang Indonesia rata-rata 50 kg). Dosis obat yang dipakai pada
manusia dengan berat badan 70 kg dikonversikan ke mencit dengan berat
badan 20 gr dikalikan faktor konversi 0,0026. Sehingga andrografolid
pada mencit BALB/C 20 g adalah 60 mg x 0,0026 = 0,15 mg/kg BB/hari,
kemudian dibulatkan menjadi 0,1 mg/kg BB/hari. Untuk mencari efikasi
dosis terapi, maka dibagi mejadi 3 dosis, di mana dosis terapi kelompok
pertama 1/2x0,1 mg/kg BB= 0,05 mg/kg BB, dosis terapi kelompok kedua
0.1 mg/kg BB, dan dosis terapi kelompok ketiga adalah 0,2 mg/kg BB.

D. Dosis Dienogest

Dienogest merupakan terapi standar yang bermanfaat untuk menangani
endometriosis, yaitu kondisi ketika jaringan dinding rahim tumbuh di
tempat lain, seperti organ intraperitoneal. Dienogest termasuk dalam
kelompok obat progestogen, yaitu bentuk sintetik dari hormon progesteron.
Obat ini bekerja dengan menurunkan jumlah hormon estrogen di dalam
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tubuh, dipasarkan dengan nama dagang Visanne yang mengandung bahan
aktif 2 mg dienogest/hari. Sehingga dosis dienogest pada mencit BALB/C
adalah 2 mg x 0,0026 = 0,005 mg/kg BB/hari.

E. Andrografolid dalam Tanaman Sambiloto

Andrografolid adalah senyawa aktif utama dalam tanaman sambiloto
(Andrographis paniculata) yang termasuk dalam kelompok diterpenoid
lakton. Senyawa ini dikenal karena berbagai aktivitas farmakologis, seperti
anti-inflamasi, dan antioksidan yang akan diberikan pada kelompok P1
dosis 0,05 mg/kg BB, P2 dosis 0,1 mg/kg BB dan P3 dosis 0,2 mg/kg BB.
Unit andrografolid yaitu Kg BB dan skala mg.

Kadar TNF a yaitu cairan peritoneum diambil dari cairan supernatant
yang telah disentrifuge kemudian diukur menggunakan metode Enzyme
Linked-Immunoassay (ELISA) dengan kit Bio Assay Technology
Laboratory (BT Lab) dengan nilai normal 10-100 pg/ml. Unit kadar TNF
o yaitu pg mL dan skala rasio.

Ekspresi VEGF A pada jaringan ektopik endometrium di luar uterus
(ekstra pelvis) sel imunoreaktif yang mengekspresikan VEGF setelah
staining dengan metode imunohistokimia menggunakan antibodi VEGF
dengan kit Bio Assay Technology Laboratory (BT Lab) yang diobservasi
pada sepuluh lapangan pandang dan dinilai skala semikuantitatif indeks
skala Remmele (Immuno Reactive Score/IRS). Unit ekspresi VEGF yaitu
pg/ml dan dengan skala rasio.

Kadar IL 17A cairan peritoneum ekstra pelvis diukur menggunakan
metode Enzyme Linked-Immunoassay (ELISA) dengan kit Bio Assay
Technology Laboratory (BT Lab) dengan nilai normal 0-1,4 pg/mL. Unit
kadar IL 17? yaitu pg/ml dan dengan skala rasio.

Ekspresi P53 pada jaringan ektopik endometrium di luar uterus
(ekstra pelvis) sel imunoreaktif yang mengekspresikan P53 setelah staining
dengan metode imunohistokimia menggunakan antibodi P53 dengan kit
Bio Assay Technology Laboratory (BT Lab) yang pada sepuluh lapangan
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pandang dan dinilai dengan skala semikuantitatif indeks skala Remmele
(Immuno Reactive Score/IRS). Sedangkan skala ekspresi P53 adalah rasio.

Ekspresi Ki-67 pada jaringan ektopik endometrium di luar uterus
(ekstra pelvis) sel imunoreaktif yang mengekspresikan Ki-67 setelah
staining dengan Metode imunohistokimia menggunakan antibodi Ki-67
dengan kit Bio Assay Technology Laboratory (BT Lab) yang pada sepuluh
lapangan pandang dan dinilai skala semikuantitatif indeks skala Remmele
(Immuno Reactive Score/IRS). Sedangkan skala ekspresi Ki-67 adalah

rasio.

Rasio M1:M2 yaitu jumlah M1 dibandingkan M2 yang diambil dari
cairan peritoneum yang telah di-centrifuge dengan suhu 4°C kecepatan
2000 rpm selama 5 menit kemudian setelah cairan supernatant terbentuk
maka bagian pellet diambil dengan pipet kemudian eritrosit dilisiskan
dengan kit RBC Lysis Buffer dari BioLegend®. Setelah itu, cairan makrofag
diukur dengan flow cytometry yang telah di oleh dengan kit PE anti-mouse
CD86 Antibody dari BioLegend® untuk M1 dan PE anti-mouse CD163
Antibody dari BioLegend® untuk M2. Jumlah M1/M2 akan tampak berupa
grafik menggunakan flow cytometry. Skala yang digunakan yaitu rasio.

Luas pertumbuhan endometriosis intraperitonel diukur dengan
Taper Gauge 1 —15 mm Stainless Steel Digital in-size Stainless 150 mm
yang kemudian dimasukkan dalam program image roster Sketch and Calc
(https://www.sketchandcalc.com) yang merupakan aplikasi kalkulator

untuk menghitung luas tak beraturan untuk semua jenis gambar yang berisi
bentuk tak beraturan. Unit luas pertumbuhan endometriosis intraperitoneal
yaitu mm? dan skalanya yaitu rasio.

F. Pemberian Andrografolid pada Mencit dengan

Endometriosis

1. Pembentukan Endometriosis pada Mencit
a. Aklimatisasi 42 mencit strain BALB/C berumur 2-3 bulan, berat
badan sekitar 20-30 g, yang diperoleh dari Pusat Veterinaria Farma
Surabaya yang diadaptasi selama tujuh hari di kandang yang bersih,
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cukup udara, cukup cahaya, serta makanan dan minum yang cukup
homogen.

Mencit coba dibagi menjadi enam kelompok secara acak, masing-
masing berjumlah minimal tujuh ekor. Kelompok N yaitu kelompok
tanpa perlakukan, kelompok KN adalah kelompok yang diberi
perlakukan injeksi endometriosis tanpa diberi terapi apapun,
kelompok KP adalah kelompok yang diberi perlakuan injeksi
endometriosis kemudian diberi dienogest selama tujuh hari dan
kelompok P1, P2, dan P3 adalah kelompok yang diberi perlakuan
injeksi endometriosis kemudian diberi andrografolid selama tujuh
hari dengan dosis 0,05 mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB, dan 0,02 mg/kg
BB.

Menyiapkan kelompok mencit model endometriosis yang
disuntikkan siklosporin A dan estrogen.

Menyiapkan endometriosis (jaringan menyerupai endometrium yang
berimplantasi di luar rongga uterus). Dibuktikan secara mikroskopis
dengan pengecatan hematoxin-eosin pada organ genitalia interna
mencit coba. Hal ini selanjutnya disebut endometriosis-like lesion.
Jaringan endometriosis yang diambil dari pasien yang dilakukan
operasi laparoskopi histerektomi dengan diagnosis adenomiosis di
RSIA Anugerah Semarang yang tidak mendapat pengobatan dalam
tiga bulan terakhir. Sel endometrium dari miometrium pada diffuse
adenomyosis uterus dikumpulkan melalui langkah-langkah yang
meliputisel endometriumdiperoleh dengan eksisi diffuseadenomyosis
dengan pisau bedah untuk memperoleh jaringan endometrium.
Eksisi area diffuse adenomyosis (2x2 cm) dari miometrium setelah
operasi. Kemudian, jaringan tersebut dimasukkan lebih lanjut ke
dalam tabung yang berisi larutan formaldehida dengan pH 7,2 — 7,4
dan disimpan pada suhu 20 — 250°C. Kemudian jaringan langsung
dikirim ke laboratorium rekayasa hewan fakultas kedokteran hewan
Universitas Airlangga. Endometrium yang diperoleh selanjutnya
disimpan di PBS (Phosphate Buffered Saline) dan dilakukan
washing sebanyak dua kali dengan disentrifus menggunakan
kecepatan 2500 rpm. Supernatan dibuang kemudian ditambahkan




PBS, penicillin 200 IU/ml, dan streptomycin 200 mg/ml. Jaringan
basah endometrium diambil dengan syringe 3 ml. Dosis untuk setiap
mencit adalah 0,1 mL.

Membuat mencit model endometriosis setelah aklimatisasi tujuh hari,
mencit betina umur 2 — 3 bulan, berat 20 — 30 gram, dilakukan injeksi
siklosporin A untuk menekan imun mencit terhadap endometriosis.
Sediaan siklosporin A yang tersedia di Indonesia yaitu Sandimmun
produksi Novartis dengan sediaan 1 ampul yang berisi 50 mg/mL
x 5 mL. Adapun dosis yang diperlukan yaitu 10 mg/kg BB. Dalam
peninjauan ini, berat mencit yang digunakan adalah berkisar 20-25
gram, maka dosis siklosporin A yang diberikan harus disesuaikan.
Setelah dilakukan perhitungan dengan dosis sediaan, setiap mencit
mendapatkan dosis 81 konversi 1,8 mg/mencit sehingga dosis
setelah pengenceran dengan water for injection adalah 0,2 mL untuk
setiap mencit. Injeksi siklosporin A dilakukan pada paha kanan dan
kiri dengan dosis 0,2 mg/kg BB pada hari ke 8 pada kelompok KN,
KP, P1, P2, dan P3.

Penyuntikan jaringan endometrium intra-peritoneal pada mencit
di rongga peritoneum melalui daerah selangkang kaki belakang,
kemudian jarum diarahkan 45 derajat ke arah perut mencit dan
suntikan dilakukan perlahan selama 60 detik. Suntikan sudah
masuk rongga peritoneum (dirasakan perbedaan tahanan). Mencit
diposisikan telentang dan jarum dimasukkan sejajar dengan kakinya,
kemudian disuntik perlahan-lahan dengan 0,1 mL supernatan melalui
rongga perut selama 60 detik pada hari ke-9 terhadap kelompok KN,
KP, P1, P2, dan P3.

Penyuntikan Ethinyl Estradiol yang dilakukan secara intramuskular
pada paha mencit. Preparat injeksi yang digunakan adalah Ethinyl
Estradiol dengan dosis konversi untuk mencit memperoleh 5,4 pg.
Oleh karena 1 pg setara 10 IU, maka dosis konversi mencit 5,4
pg setara dengan 54 IU. Maka setiap mencit mendapatkan 0,095
cc atau dibulatkan menjadi 0,1 mL, mengingat 1 vial berisi 30 cc
yang mengandung 20.000 IU. Injeksi estrogen dengan dosis 0,1 mg/
kg BB pada hari ke-8. Injeksi estrogen dengan dosis 0,1 mg/kg BB
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yang ke-2 pada hari ke-14 perlakuan. Penyuntikan yang dilakukan
di kaki belakang yaitu pada muskulus quadriceps dan triceps.

h. Menyiapkan dienogest yang diproduksi dengan nama dagang
Visanne® (Bayer AG, Berlin, Jerman) yang merupakan
progestogen semisintetik aktif oral yang juga memiliki sifat
17a-hidroksiprogesteron.  Dienogest adalah  turunan  dari
19-nortestosteron dan memiliki sifat antiandrogenik yang kemudian
dibuat suspensi dan dilarutkan dengan aquabidest dan diberikan
ke mencit berupa air minum/pakan melalui sonde. Dosis dienogest
pada manusia adalah 2 mg/hari, apabila diberikan pada mencit maka
2 mg x 0,026 mg (dosis konversi), sehingga dosis dienogest yang
diberikan pada mencit adalah 0,05 mg/kg BB.

i. Menyiapkan andrografolid, berbentuk powder yang diproduksi
oleh Sigma Aldrich MERCK® 3050 Spruce Street, Saint Louis, MO
63103, USA yang kemudian dibuat suspensi dan dilarutkan dengan
aquabidest dan diberikan ke mencit berupa air minum/pakan melalui
sonde.

2. Injeksi hingga Terapi pada Mencit dengan Endometriosis

Sebanyak 42 ekor mencit betina yang memenuhi kriteria inklusi
dengan ciri yang homogen dari segi usia dan berat badan dikelompokkan
dalam enam kelompok dengan proses randomisasi, yaitu secara acak,
masing-masing berjumlah minimal tujuh ekor. Kelompok N yaitu
kelompok tanpa perlakukan, kelompok KN adalah kelompok yang diberi
perlakukan injeksi endometriosis tanpa diberi terapi apapun, kelompok KP
adalah kelompok yang diberi perlakuan injeksi endometriosis kemudian
diberi dienogest selama tujuh hari dan kelompok P1, P2, dan P3 adalah
kelompok yang diberi perlakuan injeksi endometriosis kemudian diberi
andrografolid selama tujuh hari dengan dosis 0,002 mg/kg BB, 0,1 mg/kg
BB, dan 0,2 mg/kg BB.

Perlakuan injeksi pada hari ke-8 untuk membuat mencit model
endometriosis diawali dengan mencit diberikan injeksi siklosporin A untuk
menekan sistem imun mencit dengan dosis 0,2 ml pada paha kanan, injeksi
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estrogen 0,1 ml pada paha kiri dan 0,1 ml endometrium intraperitoneum.
Endometrium yang disuntikkan pada hari ke-9 ke mencit berasal dari eksisi
eutopik endometrium uterus wanita yang dilakukan operasi histerektomi.
Hasil olahan endometrium disimpan di PBS (Phosphate Buffered Saline)
dan dilakukan washing sebanyak dua kali dengan disentrifus menggunakan
kecepatan 2500 rpm. Supernatan dibuang kemudian ditambahkan PBS,
penicillin 200 IU/ml, dan streptomisin 200 mg/ml. Jaringan basah
endometrium diambil dengan syringe 3 ml. Dosis untuk setiap mencit
adalah 0,1 mL. Pada hari ke-14, diberikan lagi suntikan estrogen dengan
dosis 0,1 ml yang kedua secara intramuskular pada paha mencit, dan
kemudian ditunggu dan dievaluasi sampai hari ke-21 untuk pemeriksaan
sitokin.

a. Kadar Sitokin dan Jumlah Makrofag dari Cairan Peritoneum dan
Ekspresi Endometriosis Peritoneal
Pada 22 hari setelah perlakuan, laparotomi dilakukan pada
seluruh mencit untuk pengambilan cairan peritoneum untuk melakukan
pemeriksaan jumlah Makrofag M1, jumlah Makrofag M2, kadar TNF a,
kadar IL 17A dari carian peritoneum yang sebelum disuntikkan cairan PBS
4 cc sebelum proses ekstraksi, ekspresi VEGF-A, P53 dan Ki-67 diperiksa
menggunakan imunohistokimia dari jaringan intraperitoneal tempat
implantasi endometriosis extra pelvis. Hasil ekstraksi cairan peritoneum
dimasukkan ke dalam tabung, kemudian dilakukan centrifuge dengan suhu
4°C dan kecepatan 2000 rpm selama lima menit untuk memisahkan cairan
supernatant dan pellet.

Cairan supernatant diambil dengan pipet untuk mengukur kadar
sitokin TNF o, kadar IL 17A, menggunakan metode Enzyme Linked-
Immunoassay (ELISA) dengan kit Bio Assay Technology Laboratory (BT
Lab®).

Ekspresi VEGF-A, P53 dan Ki-67 padajaringan ektopik endometrium
diluar uterus (intraperitoneal) sel imuoreaktif yang mengekspresikan VEGF
dihitung setelah staining dengan metode imunohistokimia menggunakan
antibodi VEGF dengan kit Bio Assay Technology Laboratory (BT Lab®).
Evaluasi pewarnaan imunohistokimia dilakukan pada mikroskop cahaya




terlebih dahulu menggunakan lensa objektif 10x (perbesaran 100x) untuk
memindai dan menemukan gambaran histopatologi. Kemudian dilakukan
lensa objektif 40x (perbesaran 400x) untuk mendapatkan informasi
lebih detail mengenai pewarnaan. Indeks skala Remmele (Immuno
Reactive Score/IRS) merupakan hasil perkalian antara skor persentase
sel imunoreaktif 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 400x. Skala
semikuantitatif Indeks skala Remmele (Immuno Reactive Score/IRS)
(tabel merupakan hasil perkalian antara skor persentase sel positif (A)
dengan skor intensitas reaksi warna (B), jadi Immuno Reactive Score/IRS
— (AXB)ZlO’m.

Hasil pellet atau endapan dari centrifuge digunakan untuk
pemeriksaan jumlah M1 dan M2 dengan sebelumnya eritrosit dilisiskan
dengan kit RBC Lysis Buffer dari BioLegend® terlebih dahulu. Setelah itu,
cairan makrofag diukur dengan flow cytometry yang telah diolah dengan
kit PE anti-mouse CD86 Antibody dari BioLegend® untuk M1 dan PE anti-
mouse CD163 Antibody dari BioLegend® untuk M2. Persentase (rasio)
M1/M2 akan tampak berupa grafik menggunakan flow cytometry.

b. Penentuan Mencit dengan Endometriosis

Spesimen diambil segera setelah mencit dieutanasia. Dinding perut
danperitoneumdipisahkan, kemudian peritoneum dipotong dandiregangkan
pada kertas milimeter dan didokumentasikan menggunakan foto untuk
mengamati tingkat endometriosis. Selanjutnya, pemeriksaan histopatologi
disiapkan. Setelah itu, hasilnya dicatat pada lembar pengumpulan data dan
dianalisis secara statistik. Persiapan untuk pemeriksaan patologi anatomi
dilakukan dengan menggunakan jaringan peritoneum paling merah yang
diambil untuk persiapan, yang kemudian diawetkan dengan formalin 10%.

c. Pengecekan Jaringan Endometriosis secara Luas
Spesimen dari peritoneum diperiksa menggunakan mikroskop
Nikon H600L yang dilengkapi dengan kamera digital Fi2 300 megapiksel




DS dan perangkat lunak pengolah gambar Nikon (Nikon Corporation).
Area endometriosis dinilai secara makroskopis pada area hiperemis yang
kemudian dikonfirmasi dengan mengambil sampel pada area paling
hiperemis untuk diperiksa apakah ada lesi endometriosis.

Luas pertumbuhan endometriosis intraperitoneal diukur dengan
Taper Gauge 1 — 15 mm Stainless Steel Digital in-size Stainless 150 mm,
kemudian dimasukkan dalam program image roster Sketch and Calc
(https://www.sketchandcalc.com) yang merupakan aplikasi kalkulator

untuk menghitung luas tak beraturan untuk semua jenis gambar yang berisi
bentuk tak beraturan.

3. Respons Jaringan terhadap Endometriosis

Peninjauan ini menggunakan data primer yang dikumpulkan
setelah mendapatkan Ethical Clearance. Data yang dikumpulkan adalah
data primer hasil pemeriksaan dari persentase Makrofag M1, persentase
Makrofag M2, kadar TNF a, kadar IL 17A, kadar IL-8, ekspresi VEGF-A
pada jaringan intraperitoneal.

Peninjauan ini menggunakan alat ukur pemeriksaan metode
Enzyme Linked-Immunoassay (ELISA) dilakukan untuk melihat kadar
TNF o, IL-17A, serta ekspresi VEGF-A metode imunohistokimia
menggunakan antibodi VEGF, P53 dan Ki-67 dengan kit Bio Assay
Technology Laboratory (BT Lab) yang diukur menggunakan interpretasi
imunoreaktivitas didasarkan pada penilaian skor Immuno Reactive Score
(IRS) yang menggabungkan intensitas pewarnaan/staining intensity
dan persentase sel yang diwarnai pada setiap tingkat intensitas/intensity
level, sedangkan persentase rasio M1/M2 dari cairan peritoneum diukur
dengan flow cytometry yang telah diolah dengan kit PE anti-mouse
CD86 Antibody dari BioLegend® untuk M1 dan PE anti-mouse CD163
Antibody dari BioLegend® untuk M2. Pertumbuhan luas endometriosis
diukur menggunakan Taper Gauge 1-15 mm Stainless Steel Digital in-
size Stainless 150 mm yang kemudian dimasukkan dalam program Sketch
and Calc (https://www.sketchandcalc.com) yang merupakan aplikasi
kalkulator untuk menghitung luas tak beraturan untuk semua jenis gambar
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yang berisi bentuk tak beraturan setelah dilakukan pembedahan pada
semua kelompok.

Deskripsi  perlakuan pada sampel diharapkan penyebaran
endometriosis dengan ukuran rata-rata minimal 7,4 + 1,3 mm2 setelah
implantasi endometriosis di intraperitoneal hari ke-14 setelah inokulasi.
Setelah injeksi induksi jaringan endometriosis maka ditindaklanjuti selama
tujuh hari pemberian intervensi terapi di mana pada kelompok tanpa terapi
tidak diberikan terapi, kelompok terapi standar diberikan terapi ekstrak
dienogest. Kelompok perlakuan dibagi tiga, di mana kelompok perlakuan
P1 diberi terapi Andrografolid 2,5 mg/kg BB/hari, kelompok P2 diberi
terapi Andrografolid 5 mg/kg BB/hari, dan kelompok P3 diberi terapi
Andrografolid 10 mg/kg BB/hari.

Pemeriksaan histopatologi ini dimaksudkan untuk mengetahui
ekspresi VEGF, P53, dan Ki-67 pada endometriosis peritoneum. Data
setiap spesimen dinilai secara semikuantitatif menurut metode Remmele
yang sudah dimodifikasi, di mana indeks skala Remmele (Immuno
Reactive Score/IRS) merupakan hasil perkalian antara skor persentase sel
immunoreaktif dengan skor intensitas warna pada sel immunoreaktif2*.
Data setiap spesimen merupakan nilai rata-rata IRS yang teramati pada
sepuluh lapangan pandang (LP) berbeda pada pembesaran 400x. Skala
semikuantitatif indeks skala Remmele (Immuno Reactive Score/IRS) (tabel
merupakan hasil perkalian antara skor persentase sel positif (A) dengan
skor intensitas reaksi warna (B), jadi Immuno Reactive Score/IRS = (AxB).

Tabel 3.1 Sel positif dan intensitas warna

Persentase Intensitas
Sel Positif (A) Reaksi Warna (B)
0 Tidak ada sel positif 0 Tidak ada reaksi warna
1 Sel positif < 10 % 1 Intensitas warna lemah
2 Sel positif 11%-50% 2 Intensitas warna sedang
3 Sel positif 51%-80% 3 Intensitas warna kuat
4 Sel positif >80%
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4. Injeksi Hormon dan Pembentukan Lesi Endometriosis

Setelah proses aklimatisasi selama tujuh hari di kandang yang
bersih, cukup udara, cukup cahaya, serta makanan dan minum yang
cukup homogen, maka seluruh sampel dinyatakan ekuivalen. Kemudian
dilakukan intervensi perlakuan membuat mencit menjadi endometriosis
dengan injeksi endometriosis intraperitoneal dengan sebelumnya diberikan
injeksi siklosporin A untuk menekan sistem imun mencit pada paha kanan,
injeksi intra-peritoneal dan injeksi estrogen mulai hari ke-8 pada paha
kiri. Injeksi estrogen yang ke-2 pada hari ke-12 pada paha kiri. Pada hari
ke-22 dilakukan pengukuran outcome dan eutansia setelah mencit dibius
dengan injeksi ketamin dan xylazine intramuskular. Dengan anestesi
ketamin 1 mg/10 gram berat badan mencit, dilakukan pembedahan dengan
pengambilan cairan peritoneum dari area abdomen mencit. Kemudian
hasil cairan peritoneum diambil untuk pemeriksaan kadar sitokin kadar
TNF o, kadar IL 17A, dari cairan peritoneum dimasukkan ke dalam tabung
kemudian dilakukan centrifuge dengan kecepatan 2000 rpm selama lima
menit untuk memisahkan cairan supernatant dan presipitat atau endapan.

Cairan supernatant diambil dengan pipet untuk mengukur kadar
sitokin TNF a, kadar IL 17A, menggunakan Metode Enzyme Linked-
Immunoassay (ELISA) dengan kit Bio Assay Technology Laboratory
(BT Lab®). Ekspresi VEGF-A, P53 dan Ki-67 pada jaringan ektopik
endometrium di luar uterus sel imunoreaktif yang mengekspresikan VEGF,
P53, dan Ki-67 dihitung setelah staining dengan metode imunohistokimia
menggunakan antibodi VEGF, antibodi P53, dan antibodi Ki-67 dengan kit
Bio Assay Technology Laboratory (BT Lab®).

Hasil endapan (presipitat) digunakan untuk pemeriksaan jumlah
M1 dan M2 dengan sebelumnya eritrosit dilisiskan dengan kit RBC Lysis
Buffer dari BioLegend® terlebih dahulu. Setelah itu, cairan makrofag
diukur dengan flow cytometry yang telah diolah dengan kit PE anti-mouse
CD86 Antibody dari BioLegend® untuk M1 dan PE anti-mouse CD163
Antibody dari BioLegend® untuk M2. Persentase (rasio) M1/M2 akan
tampak berupa grafik menggunakan flow cytometry.
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Luas pertumbuhan endometriosis intraperitoneal diukur dengan
Taper Gauge 1 — 15 mm Stainless Steel Digital in-size Stainless 150 mm
yang kemudian dimasukkan dalam program image roster Sketch and Calc
(https://www.sketchandcalc.com) yang merupakan aplikasi kalkulator

untuk menghitung luas tak beraturan untuk semua jenis gambar yang berisi
bentuk tak beraturan.

5. Pengecekan Keakuratan Imunohistokimia

Data yang diperoleh merupakan hasil pengamatan dari enam
kelompok yang dilakukan uji normalitas data untuk menilai distribusi data.
Jika data yang terdistribusi normal, maka dilakukan analisis statistik One
Way ANOVA. Namun, jika data terdistribusi tidak normal, maka digunakan
ujian alternatif Kruskal Wallis. Kemudian untuk mengetahui perbandingan
pengaruh masing-masing terapi pada setiap kelompok terhadap kelompok
yang lain, digunakan uji Post Hoc Test Multiple Comparison.

Pengecekan keakuratan instrumen dalam peninjauan ini dilakukan
untuk menguji reliabilitas pemeriksaan imunohistokimia oleh dua ahli
patologi anatomi secara blind. Untuk menguji reliabilitas pemeriksaan
imunohistokimia dari dua ahli patologi anatomi digunakan inter-
rater reliability, yaitu reliabilitas yang dilihat dari tingkat kesepakatan
(agreement) antara rater (ahli patologi anatomi). Inter-rater reliability
(IRR) akan memberikan gambaran (berupa skor) tentang sejauh mana
tingkat konsensus atau kesepakatan yang diberikan dua ahli patologi
anatomi terhadap rerata skoring dari pemeriksaan imunohistokimia.
Koefisien IRR yang digunakan adalah koefisien kesepakatan Cohen Kappa
(x). Hasil yang diperoleh dari penilaian ahli terhadap instrumen dianalisis
secara kuantitatif dengan bantuan software SPSS.

Tabel 3.2 Kekuatan Kappa (k)

Nilai Kappa Keterangan
<0,20 Buruk
0,20-0,40 Kurang
0,40-0,60 Sedang
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Nilai Kappa Keterangan
0,61-0,80 Baik
0,81-1,00 Sangat baik

Pengecekan keakuratan dilakukan untuk membandingkan dan
melihat konsistensi antara dua ahli patologi anatomi (inter-rater
agreement) dalam memberikan nilai (score) dari pemeriksaan histopatologi
imunohistokimia VEGF-A, Ki-67 dan P53 jaringan endometriosis pada
mencit. Uji reliabilitas menggunakan metode koefisien Cohen’s Kappa
dengan bantuan aplikasi software SPSS (Statistical Program for Social
Science).

Pemeriksaan histopatologi ini dimaksudkan untuk mengetahui
Ekspresi VEGF-A endometriosis pada peritoneum. Data setiap spesimen
dinilai secara semikuantitatif menurut metode Remmele, di mana indeks
skala Remmele (Immuno Reactive Score/IRS) merupakan hasil perkalian
antara skor persentase sel immunoreaktif dengan skor intensitas warna
pada sel immuno reaktif (Tabel 3.3). Data setiap spesimen merupakan nilai
rata-rata IRS yang teramati pada sepuluh lapangan pandang (L.P) berbeda
pada pembesaran 400x

Tabel 3.3 Perkalian antara skor persentase sel positif (A) dengan skor intensitas reaksi

warna (B), jadi IRS = (AxB)
A B
Skor 0 : tidak ada sel positif Skor 0 : tidak ada reaksi warna

Skor 1 : Sel positif < 10 % Skor 1 : Intensitas warna lemah
Skor 2 : Sel positif antara 11-%- Skor 2 : Intensitas warna sedang
50%

Skor 3 : Sel positif antara 51%- Skor 3 : Intensitas warna kuat
80%

Skor 4 : Sel positif > 80%
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Kinerja Andrografolid

dan Sitokin Pada
Endometriosis

A. Karakteristik Hewan dengan Endometriosis

Peninjauan ini dilaksanakan dengan Ethical Clearance no. 108/EC-H/
KEPK/FK-UNDIP/X1/2024. Tinjauan ini menggunakan 42 ekor mencit
(BALB/C) betina dengan berat 20-30 g dan berusia 2-3 bulan yang
diperoleh dari laboratorium rekayasa hewan, Fakultas Kedokteran Hewan,
Universitas Airlangga, Surabaya. Peninjauan ini dilaksanakan dalam tiga
tahap, yaitu aklimatisasi yang diadaptasi selama tujuh hari, kemudian
dibagi menjadi enam kelompok secara acak, dan dievaluasi pada hari ke-
22 untuk pemeriksaan.

Sebanyak 42 ekor mencit digunakan untuk tujuan peninjauan
dengan delapan ekor masuk dalam kriteria eksklusi. Mencit 42 ekor terbagi
menjadi enam kelompok dengan masing-masing kelompok terdiri atas
tujuh ekor mencit yang dipisahkan dalam kandang yang berbeda. Jumlah
Makrofag M1 dan M2 diperiksa menggunakan flow cytometry, kadar TNF
o, kadar IL 17A diperiksa menggunakan Elisa, ekspresi VEGF-A, P53
dan Ki-67 yang diperiksa menggunakan imunohistokimia dari jaringan
endometriosis intraperitoneal dan pengukuran luas endometriosis pada
endometrium program image roster Sketch and Calc (https:/www.
sketchandcalc.com)




B. Keterkaitan Andrografolid dengan Berbagai Sitokin
dalam Endometriosis

1. Andrografolid dan TNF a Cairan Peritoneum

Andrografolid merupakan anti-inflamasi alami yang dapat
menghambat TNF « dan sitokin inflamasi lainnya. Data pada Tabel 4.1
menunjukkan kadar TNF « cairan peritoneum mencit yang tertinggi adalah
pada kelompok P2 yaitu 91,96 + 20,609 ng/mL, sedangkan yang paling
rendah adalah kelompok P3 yaitu 54,9 + 11,692 ng/mL, dibandingkan
dengan P1 yaitu 77,4 + 25,61, dibandingkan kelompok KP 79,3 + 18,5,
maupun dibandingkan kelompok KN 80,0 + 5,89. Nilai median kadar TNF
a kelompok P3 adalah lebih rendah dari kelompok kontrol negatif (KN)
yaitu 54,09 apabila dibandingkan KN 80,76 maupun KP 87,58.

Tabel 4.1 Kadar TNF o cairan peritoneum

TNF-a (ng/L)

Kelompok
ReratatSB Median (Min - Max)
Normal 62,5+16,92 67,17 (40,77 - 83,09)
K Negatif 80,0+ 5,89 80,76 (71,16 - 85,77)
K Positif 79,3+ 18,51 87,58 (40,22 - 92,52)
P1 77,4+£25,61 79,93 (44,62 -119,92)
P2 91,9 +20,61 82,85 (65,98 -119,85)
P3 549+11,69 54,09 (44,15- 79,57)

Hasil uji statistik menunjukkan secara keseluruhan dijumpai adanya
perbedaan yang bermakna pada kadar TNF-a cairan peritoneum mencit (p=
0,005; Uji One Way ANOVA). Hasil analisis uji post hoc LSD menunjukkan
kadar TNF- o cairan peritoneum mencit kelompok P1 tidak ada perbedaan
bermakna dibanding dengan kelompok kontrol negatif (p=0,778) maupun
kelompok positif (p=0,939).

Peningkatan kadar TNF-a cairan peritoneum mencit kelompok P2
tidak bermakna dibanding dengan kelompok kontrol negatif (p=0,216) dan
kelompok positif (p=0,190).
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Peningkatan kadar TNF-a cairan peritoneum mencit kelompok P2
tidak bermakna dibanding dengan kelompok kontrol negatif (p=0,216)
dan kelompok positif (p=0,190). Kadar TNF-a cairan peritoneum mencit
kelompok P3 juga lebih rendah secara bermakna dibanding baik kelompok
kontrol negatif (p=0,012) maupun kelompok positif (p=0,014) (Gambar
4.1).
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Gambar 4.1 Kadar TNF o cairan peritoneum

Peninjauan ini menunjukkan pengaruh andrographolide terhadap
kadar TNF o pada cairan peritoneum kelompok P3 lebih rendah, baik
dibandingkan kelompok negatif maupun kelompok positif secara bermakna
(Gambar 4.1).

2. Andrografolid dan IL-17A Cairan Peritoneum

Andrografolid dapat menurunkan kadar IL-17A yang merupakan
sitokin yang berperan penting dalam pertahanan tubuh terhadap gangguan
inflamasi. Data pada Tabel 4.2 menunjukkan kadar IL-17A cairan




peritoneum yang tertinggi adalah pada kelompok P2 yaitu 41,18+7,232
ng/L, sedangkan yang paling rendah adalah P1 yaitu 21,9 + 4,71 dari
semua kelompok perlakuan andrographolide. Nilai median P1 yaitu
21,95 dan menjadi terendah dibandingkan semua kelompok perlakuan

andrographolide.
Tabel 4.2 Kadar IL-17A cairan peritoneum
IL 17A (ng/L)

Kelompok - -
Rerata =SB Median (Min - Max)
K Normal 5,6 £ 3,08 6,16 (2,11-9,71)
K Negatif 18,0£1,56 17,80 (15,41 -20,29)
K Positif 7,1 £3,89 7,89 (3,26 - 14,06)
P1 21,9+4,71 21,95 (17,25-29,80)
P2 412+723 39,11 (31,64-51,26)
P3 352+7,44 33,63 (25,63-47,98)

Hasil perhitungan data menunjukkan secara keseluruhan ada
perbedaan yang bermakna pada kadar IL-17A cairan peritoneum
antarkelompok peninjauan (p<0,001; Uji Kruskall-Wallis).

Data yang dihasilkan dari post hoc Mann Whitney menunjukkan
bahwa diketahui perbedaan tidak bermakna kadar IL-17A cairan
peritoneum kelompok P1 yang lebih tinggi dibanding pada kelompok
kontrol negatif (p=0,085), tapi bermakna (p=0.002) dibandingkan
kelompok positif. Kadar IL-17A kelompok P2 dan P3 lebih tinggi secara
bermakna dibanding kelompok kontrol negatif maupun dibandingkan
kelompok positif (p=0,002). Kadar IL-17A kelompok P3 juga lebih tinggi
baik pada kelompok negatif maupun positif secara bermakna (p=0,002).
Pada peninjauan ini, pengaruh andrographolide terhadap kadar IL 17A
pada cairan peritoneum lebih tinggi di seluruh kelompok yang mendapatkan
terapi andrographolide dibandingkan kelompok positif secara bermakna.
Perbedaan itu tampak pada Gambar 4.2 berikut.
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Gambar 4.2 Kadar IL-17A cairan peritoneum

3. Ekspresi VEGF-A, P35, dan Ki-67

Pengecekankonsistensi dilakukanuntukmembandingkan danmelihat
kesesuaian antara dua ahli patologi anatomi (inter-rater agreement) dalam
memberikan nilai (score) dari pemeriksaan histopatologi imunohistokimia
VEGF-A jaringan endometriosis pada mencit. Pengecekan konsistensi
menggunakan metode Koefisien Cohen’s Kappa dengan bantuan aplikasi
software SPSS (Statistical Program for Social Science) untuk pemeriksaan
ekspresi VEGF-A ekspresi P53 dan Ki-67 yang termasuk dalam kategori
kesesuaian yang baik. Hal ini berarti ada kesesuaian yang cukup antara
ahli patologi anatomi A dan ahli patologi anatomi B dari hasil pengukuran

yang dihasilkan.

Tabel 4.3 Koefisien Cohen’s Kappa VEGF-A, P53, dan Ki-67

Koefisien Cohen’s

VEGF-A Kappa Sig
Kelompok N 984 ,000
Kelompok KN 982 ,000
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Koefisien Cohen’s

VEGF-A Kappa Sig
Kelompok KP 997 ,000
Kelompok P1 940 ,000
Kelompok P2 906 ,000
Kelompok P3 977 ,000
PS3
Kelompok N 973 ,000
Kelompok KN 997 ,000
Kelompok KP 1 -
Kelompok P1 996 ,000
Kelompok P2 978 ,000
Kelompok P3 .960 ,000
Ki-67
Kelompok N ,905 ,000
Kelompok KN 940 ,000
Kelompok KP ,997 ,000
Kelompok P1 931 ,000
Kelompok P2 ,992 ,000
Kelompok P3 ,997 ,000
N of Valid Cases 42

Nilai probabilitas (Approx.Sig) adalah < 0,01, maka kesepakatan
tersebut signifikan dan bukan karena kebetulan dan menunjukkan
reliabilitas atau kesepakatan yang baik, atau dapat dikatakan bahwa
koefisien Cohen’s Kappa VEGF-A, P53, dan Ki-67 ini reliabel dalam
tingkat kesepakatan (agreement) antara dua ahli patologi anatomi (rater)
dalam mengklasifikasikan atau menilai ekspresi dari VEGF-A, P53, dan
Ki-67.
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4.  Andrografolid dan Ekspresi VEGF-A Jaringan Endometriosis

Peritoneum

Pemeriksaan histopatologi imunohistokimia ini dimaksudkan untuk
mengetahui skala semikuantitatif IRS Ekspresi VEGF-A endometriosis
pada peritoneum sesuai Tabel 4.4. Data setiap spesimen dinilai secara
semikuantitatif menurut metode Remmele, di mana indeks skala
Remmele (Immuno Reactive Score/IRS) merupakan hasil perkalian
antara skor persentase sel imunoreaktif dengan skor intensitas warna pada
sel imunoreaktif. Data setiap spesimen merupakan nilai rata-rata IRS
yang teramati pada sepuluh lapangan pandang (LP) yang berbeda pada
pembesaran 400x dari nilai rerata sepuluh lapangan pandang.

Tabel 4.4 menunjukkan ekspresi VEGF-A peritoneum mencit yang
tertinggi adalah pada kelompok kontrol P1 yaitu 33,35+0,82, sedangkan
yang paling rendah adalah kelompok P3 yaitu 2,38+0,33 yang mendapatkan
terapi andrographolide 0,2 mg/kg BB.

Tabel 4.4 Ekspresi VEGF-A

Ekspresi VEGF-A
Kelompok
Rerata+SB Median (Min - Max)
K Normal 2,82+1,21 2,85 (1,20-4,85)
K Negatif 2,89+1,06 2,50 (1,80-5,00)
K Positif 2,51+1,59 1,80 (1,40-6,00)
P1 3,3540,82 3,25 (2,30-4,50)
P2 2,41£0,77 2,05 (1,70-3,75)
P3 2,3840,33 2,50 (1,80-2,90)

Data ekspresi VEGF-A mempunyai distribusi tidak normal yang
kemudian dilakukan uji nonparametrik Kruskal Wallis. Hasil uji Kruskal
Wallis untuk ITHC-VEGF adalah 0.344. Nilai tersebut lebih dari 0.05
sehingga dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan signifikan
antara enam kelompok.
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Gambar 4.3 Tanda panah menunjukkan adanya ekspresi VEGF pada jaringan
endometriosis yang ditandai dengan adanya warna cokelat chromogen (tanda panah
merah). IHC. 400x(n=42)

Gambear histopatologi jaringan ekspresi VEGF-A pada peritoneum
dengan kit Bio Assay Technology Laboratory (BT Lab) yang ditunjukkan
partikel warna cokelat chromogen pada jaringan endometriosis peritoneum
yang imunoreaktif dan diukur menggunakan interpretasi imunoreaktivitas
rata-rata Immuno Reactive Score (IRS) setiap kelompok, baik kelompok
normal (N), kelompok negatif (KN), kelompok positif (KP), dan kelompok
terapi andorgapholide P1, P2, dan P3 yang teramati pada sepuluh lapangan
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pandang (LP) berbeda pada pembesaran 400x dari nilai rerata sepuluh
lapangan pandang (Gambar 4.3).

5. Andrografolid dan Ekspresi P53 Jaringan Endometriosis
Peritoneum

Pemeriksaan histopatologi imunohistokimia ini dimaksudkan
untuk mengetahui skala semikuantitatif TRS Ekspresi VEGF-A
endometriosis pada peritoneum. Data setiap spesimen dinilai secara
semikuantitatif menurut metode Remmele, di mana indeks skala
Remmele (Immuno Reactive Score/IRS) merupakan hasil perkalian
antara skor persentase sel imunoreaktif dengan skor intensitas warna
pada sel imunoreaktif. Data setiap sampel merupakan nilai rata-rata IRS
yang teramati pada sepuluh lapangan pandang (LP) yang berbeda pada
pembesaran 400x dari nilai rerata sepuluh lapangan pandang.

Pada Tabel 4.5 tampak ekspresi P53 peritoneum mencit yang tertinggi
adalah pada kelompok kontrol negatif yaitu 4,11+1,06, sedangkan yang
paling rendah adalah kelompok P3 yaitu 2,51+0,89 yang mendapatkan
terapi andrographolide 0,2 mg/kg BB.

Tabel 4.5 Ekspresi P53

Ekspresi P53
Kelompok
Rerata+SB Median (Min - Max)
K Normal 2,51+1,04 2,00 (1,60-4,35)
K Negatif 4,11£1,06 4,50 (2,30-5,50)
K Positif 3,60+1,84 3,30 (1,50-7,20)
P1 3,18+1,14 2,90 (2,00-4,90)
P2 2,74£1,06 2,90 (1,20-4,10)
P3 2,51+0,89 2,30 (1,20-4,00)

Data ekspresi VEGF-A mempunyai distribusi tidak normal yang
kemudian dilakukan uji non-parametrik Kruskal Wallis. Hasil uji Kruskal
Wallis untuk ekspresi VEGF-A adalah 0.219. Nilai tersebut lebih dari 0.05
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sehingga dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna
antara enam kelompok.

Gambar histopatologi jaringan ekspresi P53 jaringan endometrium
dengan kit Bio Assay Technology Laboratory (BT Lab) yang ditunjukkan
partikel warna cokelat chromogen pada jaringan endometriosis peritoneum
yang imunoreaktif dan diukur menggunakan interpretasi imunoreaktivitas
rata-rata Immuno Reactive Score (IRS) setiap kelompok, baik kelompok
normal (N), kelompok negatif (KN), kelompok positif (KP), dan kelompok
terapi andrographolide P1, P2, dan P3 yang teramati pada sepuluh
lapangan pandang (LP) berbeda pada pembesaran 400x dari nilai rerata
sepuluh lapangan pandang (Gambar 4.4).

Gambar 4.4 Tanda panah menunjukkan adanya ekspresi P53 pada jaringan
endometriosis (peritoneum) yang ditandai dengan adanya warna cokelat chromogen
(tanda panah merah) THC. 400 (n=42)
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6. Andrografolid dan Ekspresi Ki-67 Endometriosis Peritoneum
Pemeriksaan histopatologi imunohistokimia ini dimaksudkan untuk
mengetahui skala semikuantitatif IRS Ekspresi VEGF-A endometriosis
pada peritoneum. Data setiap spesimen dinilai secara semikuantitatif
menurut metode Remmele, di mana indeks skala Remmele (Immuno
Reactive Score/IRS) merupakan hasil perkalian antara skor persentase sel
imunoreaktif dengan skor intensitas warna pada sel imunoreaktif.

Tabel 4.6 menunjukkan ekspresi Ki-67 peritoneum mencit yang
tertinggi adalah pada kelompok kontrol positif yaitu 3,60+1,84, sedangkan
yang paling rendah adalah kelompok P3 yaitu 2,45+ 1,35 yang mendapatkan
terapi andrographolide 0,2 mg/kg BB.

Tabel 4.6 Ekspresi Ki-67

Ekspresi Ki-67
Kelompok
ReratatSB Median (Min - Max)
K Normal 2,20+1,49 2,10 (0,30-3,90)
K Negatif 2,90+1,73 2,90 (0,30-5,20)
K Positif 3,60+1,84 3,30 (1,50-7,20)
P1 3,52+1,61 3,70 (0,80-6,00)
P2 2,57+0,81 2,50 (1,80-3,90)
P3 2,45+1,35 2,30 (0,80-4,30)

Berdasarkan hasil uji homogenitas, diperoleh bahwa nilai sig
0.185>0.05 artinya varian data homogen. Hasil uji ANOV A menunjukkan
bahwa tidak terdapat perbedaan antara enam kelompok data (N, KN, KP,
P1, P2, P3) pada ekspresi Ki-67.

Gambar histopatologi jaringan ekspresi Ki-67 jaringan peritoneum
dengan kit Bio Assay Technology Laboratory (BT Lab) yang ditunjukkan
partikel warna cokelat chromogen pada jaringan endometriosis peritoneum
yang imunoreaktif dan diukur menggunakan interpretasi imunoreaktivitas
rata-rata Immuno Reactive Score (IRS) setiap kelompok, baik kelompok
normal (N), kelompok negatif (KN), kelompok positif (KP), dan kelompok
terapi andrographolide P1, P2, dan P3 yang teramati pada sepuluh
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lapangan pandang (LP) berbeda pada pembesaran 400x dari nilai rerata
sepuluh lapangan pandang oleh dua ahli patologi anatomi (Gambar 4.5).

Gambar 4.5 Tanda panah menunjukkan adanya ekspresi Ki-67 pada jaringan
endometriosis (peritoneum) yang ditandai dengan adanya warna cokelat chromogen
(tanda panah merah). IHC. 400x (n=42)

7. Andrografolid, Rasio M1 dan M2 Cairan Peritoneum
Andrografolid adalah senyawa alami dengan sifat anti-inflamasi
yang dapat memodulasi makrofag M1 dan M2 yang merupakan bagian
dari sistem imun bawaan dan dapat mengubah fenotipenya sebagai
respons terhadap rangsangan. Ada dua jenis makrofag. Makrofag M1
yang merupakan makrofag pro-inflamasi yang melepaskan sitokin untuk
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membantu melawan patogen dan menghambat pertumbuhan sel kanker
maupun nonkanker dan infeksi, sedangkan makrofag M2 yang merupakan
makrofag anti-inflamasi menghasilkan sitokin yang membantu perbaikan
jaringan dan pertumbuhan tumor. Tabel 5.7 berikut ini menampilkan
jumlah makrofag M1 dengan marker CD86 cairan peritoneum mencit yang
terbagi menjadi enam kelompok.

Tabel 5.7 Makrofag M1 CD86 cairan peritoneum

M1 CD 86 (%)
Kelompok - -
Rerata + SB Median (Min — Max)

K Normal 61,2+5,11 62,08 (51,24 - 66,20)
K Negatif 54,9 £ 10,86 56,59 (40,60 - 70,34)
K Positif 61,5+ 14,41 66,80 (29,75-71,02)
P1 42,4 + 435 44,14 (32,92 - 45,47)
P2 80,0 + 4,42 82,31 (73,79 - 84,44)
P3 20,4+ 1,86 21,14 (16,28 - 21,46)

Tabel 5.7 menunjukkan jumlah makrofag M1 CD86 cairan
peritoneum mencit paling banyak adalah pada kelompok P2 yaitu
80,02+4,423%, sedangkan yang paling sedikit adalah pada kelompok P3
yaitu 20,42+1,864%. Hasil uji statistik menunjukkan secara keseluruhan
ada perbedaan yang bermakna pada jumlah makrofag M1 CD 86 cairan

peritoneum antarkelompok peninjauan (p<0,001; Uji Kruskall-Wallis).

Tabel 5.8 Makrofag M2 CD163 cairan peritoneum

M2 CD163 (%)
Kelompok - -

Rerata + SB; Median (Min — Max)
K Normal 35,5+431 36,55 (26,41 - 38,90)
K Negatif 67,7£3,26 67,67 (63,20 - 73,07)
K Positif 58,6 £2,31 58,35 (55,51 - 62,16)
P1 42,5+5,54 44,83  (33,55-47,10)
P2 60,5 +2,24 60,45 (57,97 - 64,05)
P3 15,5+ 4,17 16,79 (8,18 - 20,95)
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Tabel 5.8 menunjukkan jumlah makrofag M2 CD163 cairan
peritoneum mencit paling banyak adalah pada kelompok kontrol negatif
yaitu 67,67 +3,269%, sedangkan yang paling sedikit adalah pada
kelompok P3 yaitu 15,48 +4,168%. Hasil uji statistik menunjukkan
secara keseluruhan ada perbedaan yang bermakna pada jumlah makrofag
M2 CD163 cairan peritoneum antarkelompok peninjauan (p<0,001;
Uji Kruskall-Wallis). Jumlah makrofag M2 CD163 cairan peritoneum
kelompok P1 adalah rendah secara bermakna dibanding pada kelompok
kontrol negatif (p=0,002).

Makrofag merupakan sel imun bawaan yang berperan utama dalam
fagositosis dan pembersihan serpihan sel atau patogen yang menyerang,
sehingga sangat penting dalam berbagai proses patologis dan fisiologis.
Makrofag klasik atau yang diaktifkan oleh M1 mempunyai efek positif
terhadap peradangan dan terbentuk sebagai hasil dari aktivasi klasik
dengan stimulasi Reseptor Toll-like melalui interferon-gamma (IFN-y) atau
lipopolisakarida (LPS) dan membunuh patogen yang menyerang melalui
produksi oksida nitrat (NO) dan mediator inflamasi lainnya. Makrofag
yang diaktifkan oleh M2 menghambat peradangan dan terbentuk saat
makrofag terpapar sitokin seperti IL.-4, 1L-10, atau IT.-13.
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Gambar 4.6. Analisis flow cytometry makrofag M1 CD86 (merah) lebih dominan
dibandingkan M2 CD 163 (biru) kelompok P1, P2 dan P3 yang mendapatkan
Andrografolid dibandingkan kelompok kontrol negatif

Makrofag ini menghasilkan poliamina dan prolin, yang masing-
masing menginduksi proliferasi dan produksi kolagen, sehingga
memainkan peran penting dalam mengatur respons imun terhadap parasit,
alergi, penyembuhan luka, dan remodelling jaringan. Makrofag anti-
inflamasi dapat menginduksi diferensiasi limfosit T regulatori.

Hasil pemeriksaan flow cytometry cairan peritoneum (Gambar
4.6) dari seluruh spesimen peninjauan ditemukan bahwa perbandingan
jumlah makrofag M1 CD86 (merah) lebih dominan dibandingkan M2
CD163 (biru) pada kelompok yang mendapatkan terapi andrographolide
dibandingkan kelompok positif.
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Gambar 4.6a Gambar 4.6b

Gambar 4.7 Jumlah makrofag M1 CD86 (gambar kiri)
dan M2 CD163 (gambar kanan) cairan peritoneum

Gambar 4.7 juga diketahui jumlah makrofag M1 CD86 cairan
peritoneum kelompok P1 adalah rendah dibanding pada kelompok kontrol
negatif, namun hasil uji statistik menunjukkan perbedaan tersebut adalah
tidak bermakna (p=0,110). Jumlah makrofag M1 CD86 kelompok P2 lebih
tinggi secara bermakna dibanding kelompok kontrol negatif (p=0.002),
sedangkan jumlah makrofag M1 CD86 kelompok P3 lebih rendah secara
bermakna dibanding kelompok kontrol negatif (p=0,002). Tampak tidak
ada perbedaan bermakna jumlah makrofag M1 pada kelompok P1 (p=0,25),
tetapi P2 dan P3 lebih rendah secara bermakna (p=0.002) dibandingkan
kelompok positif. Sedangkan pada Gambar 4.6b perbedaan bermakna
jumlah makrofag M2 kelompok P1, kelompok P2, dan P3 (p=0,002)
jika dibandingkan kelompok negatif maupun positif kecuali M2 CD163
kelompok P2 juga tidak bermakna (p=0.180) dibanding kelompok kontrol
positif.

Rasio M1/M2 makrofag adalah perbandingan jumlah makrofag M1
dengan jumlah makrofag M2. Makrofag M1 dan M2 dapat berperan dalam
menekan atau meningkatkan perkembangan endometriosis. Makrofag
M2 memiliki efek positif pada pertumbuhan endometriosis, sedangkan
makrofag M1 menghambat pertumbuhannya.
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Tabel 5.9 Rasio M1/M2 peritoneum

Rasio M1/M2
Kelompok

ReratatSB Median (Min - Max)
K Normal 1,7440,153 1,70 (1,53-1,94)
K Negatif 0,81+0,148 0,83 (0,60-1,00)
K Positif 1,050,249 1,13 (0,51-1,28)
P1 1,00+0,087 0,98 (0,92-1,19)
P2 1,3240,051 1,31 (1,26-1,40)
P3 1,4540,581 1,26 (0,78-2,59)

Rasio M1/M2 peritoneum mencit pada Tabel 5.9 yang tertinggi
adalah pada kelompok kontrol normal yaitu 1,74+0,153, sedangkan yang
paling rendah adalah kelompok kontrol negatif yaitu 0,81+0,148 yang
mendapatkan terapi andrografolid 0,2 mg/kg BB.

Hasil uji statistik menunjukkan secara keseluruhan ada perbedaan
yang bermakna pada rasio M1/M2 antarkelompok peninjauan (p<0,001;
Uji Kruskall-Wallis). Hasil analisis uji Mann-Whitney menunjukkan rasio
M1 lebih tinggi dibanding M2 pada kelompok P3 (p=0.013), dibanding
dengan rasio M1/M2 kelompok negatif, tetapi apabila dibandingkan
kelompok positif menjadi tidak bermakna (p=0.48). Rasio M1 lebih tinggi
secara bermakna dibandingkan M2 apabila kelompok P2 dibandingkan
dengan kelompok negatif (p=0.002) dan kelompok positif (p=0,004).

Demikian juga terjadi pada kelompok P1 di mana rasio M1/M2
berbeda secara bermakna apabila dibandingkan dengan kelompok negatif
(p=0,018) tetapi tidak bermakna apabila dibandingkan dengan kelompok
positif. Hasil uji statistik juga menunjukkan perbedaan tidak bermakna,
kelompok kontrol normal lebih tinggi dibanding kelompok P3 (p=0,085).
Hasil analisis juga menunjukkan kelompok kontrol negatif lebih rendah
secara bermakna dibanding kelompok kontrol positif (p=0,025),
P1(p=0,018), P2 (p=0,002), dan P3 (p=0,013). Kelompok P2 (p=0,04) dan
P3 (p=0,048) lebih rendah secara bermakna dibanding kelompok kontrol
positif. Kelompok P1 lebih rendah secara bermakna dibanding kelompok
P2 (p=0,002) dan P3 (p=0,025). Perbedaan ini tampak pada Gambar 4.8.
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Gambar 4.8 Rasio M1 CD86 terhadap M2 CD163 cairan peritoneum

8. Andrografolid dan Luas Jaringan Endometriosis Peritoneum
a. Luas Endometriosis pada Peritoneum
Perhitungan menggunakan perangkat lunak Motic Image pada
Gambear 4.9 tampak bahwa luas endometriosis kelompok P3 lebih rendah
dibandingkan kelompok KP yaitu 7,91 mm?2.
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Kelompok P1 Kelompok P2 Kelompok P3

Gambar 4.9Gambaran makroskopik lesi hipervaskularisasi endometriosis

(lingkaran) pada jaringan peritoneum tiap kelompok (N, KN, KP, P1, P2, dan P3).

Hasil eksisi peritoneum mencit pasca perlakuan yakni untuk
menghitung luas endometriosis di peritoneum. Hasil eksisi berupa luas
(mm2) endometriosis pada peritoneum ditampilkan pada Tabel 5.10.

Table 5.10 Luas endometriosis pada peritoneum

Luas implan (mm?2)
Kelompok

Rerata £ SB ; Median (Min — Max)
K Normal 0,0+0,00 ;0,00 (0,00-0,00)
K Negatif 49,2 £19,25 ;43,05 (27,84 -84,37)
K Positif 23,9+26,07 ;13,45 (2,92-66,97)
P1 57,0 £28,38 ;50,39 (22,23 - 105,65)
P2 48,9 £ 14,45 ;51,15 (23,11 - 65,606)
P3 18,2+7,16 ;18,37 (7.91-27,71)

Tabel 5.10 menunjukkan kelompok kontrol normal tidak ada
endometriosis sehingga tertera angka 0. Endometriosis yang paling luas
dijumpai pada kelompok P1 yaitu 57,04+28,387 mm2. Endometriosis
yang kecil adalah pada kelompok P3 yaitu 18,257,164 mm?2. Nilai
kemaknaan hasil perbandingan antarkelompok luas endometriosis pada
peritoneum mencit antarkelompok peninjauan ditampilkan pada Gambar
4.9. Hasil uji statistik menunjukkan secara keseluruhan ada perbedaan
yang bermakna pada luas endometriosis peritoneum antara kelompok
peninjauan (p<0,001; Uji Kruskall-Wallis). Endometriosis peritoneum
kelompok P1 lebih luas tapi tidak bermakna dibanding kelompok kontrol
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negatif (p=0,655) demikian juga bila dibandingkan dengan kelompok
positif (p=0,048).

Perbedaan tidak bermakna endometriosis peritoneum kelompok
P2 yang lebih sempit dibanding kelompok kontrol negatif (p=0,655) dan
kelompok positif (p=0,110). Endometriosis peritoneum kelompok P3
adalah lebih sempit secara bermakna dibanding kelompok kontrol negatif
(p=0,002) tetapi tidak bermakna (p=0.482) dibandingkan kelompok positif.
Perbedaan ini tampak pada Gambar 4.10.
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Gambar 4.10 Luas endometriosis peritoneum
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Manfaat Nyata
Andrografolid

Endometriosis adalah penyakit ginekologi akibat proses inflamasi yang
ditandai dengan pertumbuhan jaringan endometrium di luar rahim. Pada
manusia, endometriosis berhubungan erat dengan infertilitas karena kondisi
ini dapat mengganggu anatomi panggul, menyebabkan jaringan parut, dan
perlengketan yang menghalangi sperma bertemu sel telur atau menyumbat
tuba falopi, menciptakan lingkungan peradangan yang buruk untuk
implantasi embrio, dan mempengaruhi kualitas sel telur serta lingkungan
rahim. Karena endometriosis adalah penyakit inflamasi kronis yang dapat
menyebabkan nyeri dan infertilitas, penting untuk mempertimbangkan
fertilitas pasien saat penanganannya.

Dienogest adalah terapi standar dengan menggunakan penekanan
hormon agar endometriosis tidak kambuh, hal ini terjadi karena terdapat
perubahan perspektif tentang patofisiologi endometriosis akibat proses
imun. Implikasi disregulasi imun dalam patogenesis endometriosis dan
perkembangan penyakit telah menjadi bidang peninjauan yang terus
berkembang, dengan banyak jalur imun dan inflamasi yang teridentifikasi.
Teori terjadinya endometriosis juga terjadi pada beberapa penyakit
inflamasi kronis yang memiliki disregulasi umum jalur IL-23/IL-17
seperti yang terlihat pada penyakit radang usus, psoriasis, dan artritis
reumatoid. Hal ini menyebabkan kejadian endometriosis merupakan
perpaduan inflamasi dengan jaringan kompleks imun endokrin. Imunologi
endometriosis yang unik terjadi oleh dominasi estrogen sehingga
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menyebabkan ketidakseimbangan endokrin dan menumbuhkan disregulasi

imun berupa reaksi inflamasi?!>?!3214,

Teori inflamasi, salah satu teori yang dikemukakan untuk etiopatologi
endometriosis, di mana lingkungan peritoneum proinflamasi mungkin
mendukung implantasi jaringan cairan menstruasi yang mengalir kembali
ke dalam peritoneum panggul. Dengan demikian, proliferasi endometriosis
itu sendiri dapat meningkatkan agresi lokal yang mengakibatkan
rekrutmen makrofag pada peritoneum dan aktivasi fibroblas peritoneum,
yang menyebabkan sekresi reaksi inflamasi, sehingga menghasilkan
implan endometriosis yang dapat tumbuh di peritoneum melalui proses
pembentukan pembuluh darah baru yaitu angiogenesis!¢5,

A. Penurunan Kadar TNF-a

Kadar TNF-a cairan peritoneum mencit yang tertinggi adalah pada
kelompok P2, sedangkan yang paling rendah adalah kelompok P3 dengan
dosis andrographolide 0,2 mg/kg BB, lebih rendah secara bermakna dari
kelompok kontrol negatif. Hal ini sesuai peninjauan sebelumnya oleh Chen
et al., yang menunjukkan bahwa andrographolide menurunkan ekspresi
TNF-a yang diinduksi interseluler adhesi molekul-1 (ICAM-1) dan adhesi
sel HL-60 ke sel endotel vena umbilikalis manusia (HUVEC), yang
berhubungan dengan proses inflamasi. Peninjauan terdahulu oleh Yuan et
al.,’’ menunjukkan andrographolide sebagai anti-inflamasi menghambat
aktivasi NF-x[3, TNF-a, IL-12, menekan pelepasan inducibele Nitic Oxide
Synthase (iNOS), menghambat pelepasan COX-2 dan berakibat menekan
kadar TNF-a yang merangsang migrasi sel imun untuk sampai ke tempat
infeksi, berkontribusi pada pembentukan granuloma, dan dapat menjadikan
progresivisitas implan endometriosis pada peritoneum menurun.

Hasil peninjauanini tampak kadar TNF-akelompok P2 dimanamencit
mendapatkan andrografolid sesuai perhitungan dosis 0,1 mg/kgBB terjadi
peningkatan dan hal ini tidak terjadi pada kelompok P1 yang mendapatkan
dosis 0,05 Kg/BB dan P3 yang mendapatkan dosis andrografolid 0,2 Kg/
BB. Hasil ini sesuai dengan peninjauan yang dilakukan Siridechakorn et
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al.,”® yang menerangkan bahwa andrografolid menunjukkan efek karena
interaksi nya dengan sistem biologis pada konsentrasi yang berbeda. Efek
ini menunjukkan ekstrak dapat menghasilkan efek yang berlawanan pada
dosis rendah dan tinggi karena adanya Receptor Binding Affinity. Keadaan
ini menjadikan andrografolid pada dosis rendah menstimulasi reseptor
tertentu, yang mengarah pada efek modulasi imun atau anti-inflamasi.
Sedangkan pada dosis yang lebih tinggi, ekstrak dapat menstimulasi
reseptor ini secara berlebihan atau mengaktifkan jalur penghambatan, yang
menyebabkan efek berlawanan seperti imunosupresi atau toksisitas.

B. Resistensi Sitokin IL.-17A

Interleukin-17A (IL-17A) dikenal sebagai sitokin proinflamasi yang
diturunkan dari sel Th17, yang memainkan peran penting dalam beberapa
penyakit inflamasi dan autoimun seperti lupus eritematosus sistemik (SLE),
artritis reumatoid, ekspresi IL.-17A diatur dalam serum, cairan peritoneum
(PF), dan lesi endometriotik pada endometriosis. L-17A adalah sitokin
pro-inflamasi yang memiliki peran penting dalam sistem kekebalan tubuh,
baik dalam melindungi tubuh dari infeksi maupun dalam menyebabkan
penyakit inflamasi dan autoimun. Sitokin ini diproduksi oleh berbagai jenis
sel imun, terutama sel T, dan mempengaruhi berbagai proses, termasuk
aktivasi neutrofil, produksi sitokin lain, dan perbaikan jaringan'%*“.

Tampak pada hasil peninjauan ini tidak sesuai dengan presumsi di
mana kadar IL-17A cairan peritoneum kelompok P1 lebih tinggi secara
bermakna dibanding pada kelompok kontrol negatif. Kadar IL-17A
kelompok P2 lebih tinggi secara bermakna dibanding kelompok kontrol
negatif. Kadar IL-17A kelompok P3 juga lebih tinggi secara bermakna
dibanding kelompok kontrol negatif. Hal ini sesuai dengan peninjauan
oleh Miller et al.,”* di mana proses inflamasi dari endometriosis
mempolarisasi makrofag M2 pada cairan peritoneum menginduksi IL-17A
yang juga meningkat pada plasma dan lesi endometriotik wanita dengan
endometriosis.
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Peningkatan IL-17A kelompok P2 di mana mencit mendapatkan
andrografolid sesuai perhitungan dosis 0,1 mg/kg BB tapi tidak terjadi
pada kelompok P1 yang mendapatkan dosis 0,05 Kg/BB maupun P3
yang mendapatkan dosis andrografolid 0,2 Kg/BB. Hasil ini sesuai
dengan peninjauan Chandran et al.,”** di mana senyawa farmakodinamik
dalam andrografolid memiliki lokasi target yang berbeda dalam tubuh.
Konsentrasi rendah dapat meningkatkan jalur terapeutik, sementara
konsentrasi tinggi dapat memicu mekanisme kompensasi yang melawan
respons awal. Peningkatan kadar IL 17A pada kelompok P1, P2, dan
P3 dibandingkan kelompok positif terjadi karena andrografolid hanya
mampu menekan kadar IL. 17A pada mekanisme anti-inflamasi dan target
molekuler pada penyakit sistem pernapasan, pencernaan, kekebalan tubuh,
saraf, kardiovaskular karena jamur, dan infeksi bakteri bukan karena
peradangan kronis karena endometriosis®.

Pada peninjauan ini tampak bahwa kadar IL. 17A endometriosis tidak
tertekan oleh terapi andrographolide. Hal ini disebabkan adanya aktivasi
jalur pensinyalan alternatif pada endometriosis yaitu penyakit kompleks
yang didorong oleh berbagai jalur inflamasi dan hormonal. Meskipun
andrografolid secara efektif menargetkan regulator inflamasi utama seperti
NF-xB dan jalur JAK/STAT, andrografolid tidak bekerja pada semua jalur
pensinyalan potensial. Jalur lain yang tidak sensitif terhadap andrografolid
mungkin berkontribusi terhadap kadar IL-17A yang berkelanjutan dalam
konteks eksperimen spesifik®. Menurut Zheng*, pengobatan dengan
andrografolid secara signifikan menekan pertumbuhan endometrium
ektopik secara in vitro dan in vivo, serta menghasilkan perbaikan signifikan
pada hiperalgesia umum pada tikus dengan endometriosis terinduksi dan
dapat bersifat sitoreduktif, sehingga dapat meredakan gejala nyeri pada
wanita dengan endometriosis. Qin Zhu?* menyatakan bahwa apabila
bioavailabilitas andrografolid rendah, maka efektivitas andrografolid
bergantung pada dosis. Dosis yang kurang optimal mungkin tidak cukup
tinggi untuk menghasilkan efek yang signifikan. Demikian pula durasi
pengobatan mungkin terlalu pendek untuk memodulasi respons inflamasi
kronis yang merupakan karakteristik endometriosis.
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C. Penurunan Ekspresi VEGF-A

Infiltrasi dan proliferasi ektopik endometrium ke peritoneum merupakan
proses jaringan kompleks yang mencakup respons imun, respons inflamasi,
hormon, perlengketan panggul, angiogenesis, dan mekanisme saraf.
Angiogenesis adalah proses pembentukan pembuluh darah baru yang
bertahap dan rumit yang melibatkan ekstravasasi faktor pertumbuhan dan
degradasi matriks ekstraseluler, serta migrasi, proliferasi oleh sel endotel.
Endometriosis adalah penyakit kompleks yang sepenuhnya bergantung
pada perkembangan pembuluh darah baru dan asosiasi berbagai faktor
terkait angiogenesis. Pada wanita dengan endometriosis, ekspresi VEGF-A,
suatu faktor angiogenik meningkat dalam cairan peritoneum dan juga
diekspresikan dalam jaringan peritoneum. Ekspresi ini berkaitan dengan
aktivasi makrofag dan pengaruh steroid ovarium. Selain itu, TGF-B1,
sitokin lain, diduga berperan dalam pembentukan lesi endometriosis, dan
telah terbukti meningkatkan ekspresi VEGF-A melalui jalur ID. Peninjauan
sebelumnya secara konsisten menunjukkan bahwa ekspresi VEGF-A
lebih tinggi dalam cairan peritoneum wanita dengan endometriosis
dibandingkan dengan mereka yang tidak mengalami endometriosis. Pada
peritoneum VEGF-A juga diekspresikan dalam peritoneum wanita dengan
endometriosis, baik dalam endometrium eutopik (normal) maupun dalam
lesi ektopik??32%4,

Gagne et al.,”® menyatakan bahwa VEGF-A dalam cairan
peritoneum mempengaruhi proliferasi, migrasi, dan permeabilitas sel
endotel yang menyebabkan ekspresi VEGF-A pasien endometriosis tipe
IV lebih tinggi dibandingkan dengan endometriosis tipe I dan tipe II, serta
pada pasien tanpa endometriosis. Oleh karena itu, VEGF-A merupakan
biomarker penting untuk endometriosis. VEGF-A bekerja pada sel endotel
dan mendorong respons angiogenik dini melalui jalur yang dimediasi
VEGFR2, yang mendorong fungsi endotel dan permeabilitas vaskular
endometriosis??®. Hal ini sesuai dengan hasil dari peninjauan ini bahwa
ekspresi VEGF-A peritoneum pada kelompok andrographolide P2 dan
P3 lebih rendah secara bermakna dibandingkan pada kelompok negatif,
sedangkan tidak bermakna apabila dibandingkan kelompok positif.
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Beberapa reaksi imun dan inflamasi terkait erat dengan terjadinya
angiogenesis pada endometriosis adalah adanya aktivitas TNF-a dan COX-
2 yang dapat diinduksi hypoxia-inducible factor 1a (HIF-1) (HIF-1) yang
menyebabkan degradasi matriks ekstraseluler dan menjadi komponen kunci
dari adhesi endometriosis dan angiogenesis. TNF-a mendorong terjadinya
proliferasi serta angiogenesis selama perkembangan endometriosis®?”2%.
Pada kelompok positif tampak terapi standar (dienogest) yang merupakan
progestin baru yang sangat selektif terhadap reseptor progesteron dan
menghambat endometriosis dengan mengurangi proliferasi, ekspresi
aromatase dan angiogenesis, serta meningkatkan apoptosis pada sel
endometriosis manusia®?®. Pada peninjauan sebelumnya oleh Shen et al.,”
di mana andrographolide (Andrographis paniculata) diketahui memiliki
aktivitas anti-tumor, dan senyawa aktif potensialnya adalah diterpenoid
lactone andrographolide yang menghambat respons angiogenik yang
diinduksi faktor VEGF-A secara in vitro atau in vivo, serta menghambat
fosforilasi reseptor VEGFR2 yang diinduksi VEGF-A sehingga dapat
menekan angiogenesis. Hal ini sesuai dengan peninjauan ini, di mana
tampak lesi endometriosis pada peritoneum lebih sempit secara signifikan
dibandingkan kelompok negatif akibat terapi andrografolid yang menekan
aktivitas TNF-a yang menyebabkan ekspresi VEGF A lebih rendah meski
tidak bermakna pada kelompok P2 dibandingkan kelompok negatif.

D. Penekanan Ekspresi P53

P53 adalah protein penekan tumor yang memainkan peran penting dalam
mengatur pertumbuhan sel dan mencegah perkembangan kanker. Menurut
Chen et al.,”, ekspresi VEGF-A bukan merupakan indikator tunggal yang
spesifik untuk angiogenesis, namun berkorelasi secara signifikan dengan
ekspresi P53. Sainz et al.,”’> menyatakan bahwa ekspresi berlebihan
P53 pada endometriosis atipikal dan kanker yang berhubungan dengan
endometriosis dapat digunakan untuk mengidentifikasi endometriosis
dengan potensi keganasan. Hal ini tampak pada peninjauan ini di mana
ekspresi P53 lebih tinggi pada kelompok negatif dibandingkan kelompok
positif, tetapi pada kelompok P53 jauh lebih rendah meskipun tidak
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bermakna dibandingkan kelompok negatif yang mendapatkan terapi
andrographolide. Andrografolid menekan ekspresi P53, serta peningkatan
regulasi transkripsional DR4 yang diinduksi oleh P53. Proses stimulasi
ini menyebabkan stimulasi apoptosis melalui ligan penginduksi apoptosis
terkait Tumor-Necrosis-Factor Apoptosis (TRAIL). Andrografolid juga
meningkatkan proses apoptosis yang diinduksi TRAIL melalui DR4 pada
sel yang resistan terhadap TRAIL yang menyebabkan internalisasi reseptor
faktor Epidermal Growth Factor (EGFR) dan Transferrin Receptors (TfR)
karena penurunan regulasi reseptor permukaan sel dan kerusakan EGFR dan
TfR pada kasus keganasan®**. Penekanan ekspresi P53 pada peritoneum
sesuai dengan luas endometriosis pada kelompok yang mendapatkan terapi
andrografolid (P1, P2, dan P3) lebih sempit secara bermakna dibandingkan
kelompok negatif meski tidak bermakna. Antibodi P53 pada endometriosis
berkontribusi pada peradangan kronis dan kerusakan jaringan yang terkait

dengan endometriosis.

E. Penurunan Ekspresi Ki-67

Ki-67 merupakan penanda proliferasi sel, dan ekspresi nya meningkat
pada endometriosis, khususnya pada lesi yang lebih aktif dan invasif.
Endometriosis adalah penyakit jinak dengan sifat proliferatif yang
tinggi. Proliferasi dikaitkan dengan progresivitas penyakit, sedangkan
progresivitas ditandai dengan kemampuan untuk membentuk massa masif
seperti endometriosis yang meluas ke jaringan di sekitarnya seusai stadium
endometriosis. Lian et al.,”® menyimpulkan bahwa proliferasi merupakan
penanda utama progresivitas endometriosis dengan mengukur proliferasi
adalah Ki-67, yang diperiksa secara imunohistokimia. Ki-67 merupakan
protein penanda proliferasi sel. Pada interfase, antigen dapat dideteksi di
dalam nukleus, sama seperti protein pada kromosom pada fase mitosis.
Peninjauan oleh Huniadi et al.,”*® juga menyatakan bahwa protein Ki-
67 muncul pada setiap fase aktif dalam pembelahan sel (G1, S, G2, dan
mitosis) tetapi tidak terdeteksi pada fase istirahat (GO), menjadikan Ki-67
sebagai penanda yang baik untuk menentukan fraksi pertumbuhan sel.
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Peninjauan oleh Diaz et al.,?” menunjukkan bahwa ekspresi Ki-67
meningkat akibat suatu perubahan sistem imun akibat infeksi kronis yang
laten, sehingga ekspresi Ki-67 dapat digunakan sebagai biomarker sel
imun yang potensial untuk pengembangan alat diagnostik yang lebih baik.
Ki-67 merupakan protein nukleus yang diekspresikan dalam semua fase
aktif pembelahan atau proliferasi sel. Ekspresi nya merupakan indikator
pertumbuhan dan proliferasi sel yang andal, sehingga berguna untuk
mempelajari dinamika endometriosis. Peningkatan regulasi Ki-67 pada
endometrium ektopik telah dikaitkan dengan kekambuhan endometriosis,
yang menunjukkan bahwa hal itu mungkin merupakan penanda prediktif
potensial untuk respons pengobatan. Pada endometriosis, ekspresi Ki-67
sering kali meningkat, khususnya pada lesi yang aktif dan invasif. Hal ini
menunjukkan bahwa lesi endometriosis ditandai dengan tingkat proliferasi
sel yang lebih tinggi dibandingkan dengan jaringan endometrium normal.
Ki-67 dan jenis endometriosis?"****¥. Lou et al.,® telah menunjukkan
bahwa ekspresi Ki-67 bervariasi tergantung pada jenis dan karakteristik
lesi endometriosis dengan infiltrasi yang lebih dalam atau susukan dalam
(DIE) yang dianggap lebih agresif dibandingkan dengan lesi endometriosis
pada peritoneum.

Hal ini sesuai dengan peninjauan ini, di mana rerata ekspresi Ki-
67 pada kelompok P2 dan P3 lebih rendah tidak bermakna dibandingkan
kelompok positif, sedangkan pada kelompok P1 lebih tinggi meski tidak
bermakna dibandingkan kelompok negatif.

F. Rasio M1 Dibandingkan M2

Tingkat keparahan endometriosis menyebabkan nyeri panggul dan
infertilitas yang ditandai dengan peradangan, angiogenesis, proliferasi
jaringan, dan reaksi imun inflamasi kronis pada area endometriosis.
Proliferasi endometriosis ditentukan oleh interaksi nya dengan berbagai sel
imun, termasuk makrofag, sel pembunuh alami (NK), dan sel T regulator
(Treg). Makrofag adalah sel imun yang banyak yang ditemukan dalam
cairan peritoneum dan juga terdapat di dalam lesi, serta dapat membunuh
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sel endometriotik atau seringkali mendorong pertumbuhan lesi. Selain itu,
makrofag sangat penting untuk peradangan dan persarafan yang berperan
dalam meningkatkan rasa sakit. Oleh karena itu, peningkatan jumlah
sel imun dan disfungsinya memainkan peran penting dalam patogenesis

endometriosis®®4%241,

Makrofag merupakan sel fagosit sistem imun yang tersebar di
berbagai jaringan dan berperan penting dalam berbagai penyakit seperti
gangguan inflamasi dan pertumbuhan tumor. Berdasarkan perannya,
makrofag secara luas diklasifikasikan menjadi makrofag M1 (dikenal
sebagai makrofag yang diaktifkan secara klasik) dan makrofag M2 (dikenal
sebagai makrofag yang diaktifkan secara alternatif). Makrofag klasik atau
yang diaktifkan oleh M1 mempunyai efek positif terhadap peradangan
dan terbentuk sebagai hasil dari aktivasi klasik dengan stimulasi Reseptor
Toll-like melalui interferon-gamma (IFN-y) atau lipopolisakarida (LPS)
dan membunuh patogen yang menyerang melalui produksi oksida nitrat
(NO) dan mediator inflamasi lainnya. Makrofag yang diaktifkan oleh M2
menghambat peradangan dan terbentuk saat makrofag terpapar sitokin
seperti IL-4, IL-10, atau IL-13. Makrofag ini menghasilkan poliamina dan
prolin, yang masing-masing menginduksi proliferasi dan produksi kolagen,
sehingga memainkan peran penting dalam mengatur respons imun terhadap
parasit, alergi, penyembuhan luka, dan remodelling jaringan. Makrofag
anti-inflamasi dapat menginduksi diferensiasi limfosit T regulatori?*'->42,

Pada peninjauan yang dilakukan oleh Lin et al.,**® yang mengamati
pengaruh andrographolide terhadap aktivasi mitogen-activated protein
kinases (MAPKSs) dan ekspresi faktor nuklir-kB (NF-kB), diperoleh hasil
bahwa andrographolide dapat menghambat aktivitas protein kinase pada
makrofag M2 pada aterosklerosis. Hal ini sesuai dengan hasil peninjauan
ini di mana jumlah makrofag M1 CD86 cairan peritoneum mencit lebih
dominan secara signifikan dibandingkan M2 CD163, baik kelompok
P1, P2, dan P3 dibandingkan kelompok kontrol positif. Demikian juga
dengan rasio M1/M2 pada kelompok P1, P2, dan P3 yang mempunyai
pola sama dengan kelompok kontrol positif, meskipun kelompok P1
tidak berbeda bermakna apabila dibandingkan kelompok kontrol positif.
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Tinjauan ini sesuai dengan peninjauan yang dilakukan Lagana et al.,'®
yang menyimpulkan bahwa jumlah makrofag M1 dan M2 secara signifikan
lebih tinggi pada kelompok endometriosis dibandingkan dengan kontrol
pada semua stadium nya.

G. Penurunan Luas Endometriosis di Peritoneum

Cairan peritoneum wanita dengan endometriosis mengandung
peningkatan jumlah makrofag teraktivasi yang mengeluarkan berbagai
produk lokal, seperti faktor pertumbuhan dan sitokin. Kadar beberapa
sitokin dilaporkan meningkat pada cairan peritoneum wanita penderita
endometriosis. Karena lingkungan peritoneum mungkin dikendalikan oleh
faktor-faktor yang diatur secara lokal, sitokin diyakini berperan dalam
perkembangan, serta perkembangan endometriosis dan infertilitas terkait

endometriosis®*.

Tinjauan ini menunjukkan bahwa secara keseluruhan terdapat
perbedaan yang bermakna pada luas endometriosis di peritoneum,
namun tidak bermakna antara kelompok P1 dibanding kelompok kontrol
negatif. Sedangkan kelompok P2 dan P3 lebih sempit secara bermakna
dibanding kelompok kontrol negatif, tetapi tidak bermakna dibandingkan
kelompok positif. Hal ini sesuai dengan peninjauan awal tentang potensi
andrographolide terhadap endometriosis oleh Zheng et al.,** yang
menyimpulkan bahwa andrographolide mungkin bersifat sitoreduktif dan
dapat meredakan gejala nyeri pada wanita dengan endometriosis.

Kelemahan peninjauan ini yaitu belum mengamati faktor penting
lainnya seperti aktivasi NF-kappa B dan TGF-f yang berkontribusi
terhadap polarisasi makrofag dan patogenesis endometriosis pada jaringan
peritoneum yang berperan dalam pembentukan lesi endometriosis melalui
jalur ID1 (Inhibitor of DNA binding 1). Jalur ID1 merupakan protein yang
berfungsi untuk proliferasi, diferensiasi sel, dan berkontribusi terhadap
pertumbuhan tumor, metastasis, serta resistensi obat. Model tikus BALB/C
umumnya digunakan dalam imunologi, tetapi utamanya yaitu galur yang

bias Th2, yang berarti cenderung menghasilkan sitokin tipe Th2. Meskipun
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endometriosis secara umum dikaitkan dengan peningkatan IL-17, respons
imun spesifik dalam model BALB/C mungkin didominasi oleh jalur
inflamasi lainnya, sehingga IL-17A mungkin kurang responsif terhadap
andrografolid dibandingkan faktor inflamasi lainnya, seperti NF-xB atau
IL-6, yang secara lebih konsisten dihambat oleh andrografolid di berbagai
model dan variasi ekspresi tumor marker yang belum semuanya ditinjau

pada peninjauan mencit BALB/C endometriosis.
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Pentingnya Andrografolid

Pada Penanganan
Endometriosis

Pemberian andrografolid mempunyai pengaruh terhadap sistem imun
pada cairan peritoneum dan luas pertumbuhan jaringan endometriosis
pada mencit (Mus musculus) galur BALB/C setelah tujuh hari pemberian
terapi dibandingkan terapi standar dan tanpa terapi.

Adapun kadar TNF-a diketahui lebih rendah secara bermakna pada
cairan peritoneum setelah pemberian andrografolid pada mencit (Mus
musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid
dengan dosis 0,05 mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB, dan 0,2 mgkg BB
dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari.

Kemudian, kadar IL-17A lebih tinggi secara bermakna pada cairan
peritoneum setelah pemberian andrografolid pada mencit (Mus musculus)
galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid dengan
dosis 0,05 mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB, dan 0,2 mg/kg BB dibandingkan
tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari.

Ekspresi VEGF-A pada jaringan intraperitoneal lebih rendah tetapi
tidak bermakna setelah pemberian andrografolid terhadap mencit (Mus
musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid
dengan dosis 0,05 mg/kg BB, dosis 0,1 mg/kg BB, dan dosis 0,2 mg/
kg BB dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari
pemberian terapi.
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Ekspresi P53 pada jaringan intraperitoneal diketahui lebih
rendah tetapi tidak bermakna setelah pemberian andrografolid terhadap
mencit (Mus musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi
andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg BB, dosis 0,1 mg/kg BB, dan dosis
0,2 mg/kg BB dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh
hari pemberian terapi.

Ekspresi Ki-67 pada jaringan intraperitoneal lebih rendah tetapi
tidak bermakna setelah pemberian andrografolid terhadap mencit (Mus
musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid
dengan dosis 0,05 mg/kg BB, dosis 0,1 mg/kg BB, dan dosis 0,2 mg/
kg BB dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari

pemberian terapi.

Selanjutnya, rasio jumlah M1/M2 lebih tinggi secara bermakna pada
cairan peritoneum setelah pemberian andrografolid pada mencit (Mus
musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi andrografolid
dengan dosis 0,05 mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB, dan 0,2 mgkg BB
dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari.

Pertumbuhan jaringan endometriosis pada peritoneum menjadi
lebih sempit secara bermakna setelah pemberian andrografolid pada
mencit (Mus musculus) galur BALB/C endometriosis yang diberi terapi
andrografolid dengan dosis 0,05 mg/kg BB, 0,1 mg/kg BB, dan 0,2 mg/
kg BB dibandingkan tanpa terapi dan terapi dienogest selama tujuh hari.

Peninjauan selanjutnya dapat diarahkan untuk mengeksplorasi
faktor-faktor molekuler lain yang berperan dalam patogenesis
endometriosis. Misalnya, menilai peran aktivasi NF-kB serta kadar
TGF-B, yang diketahui sebagai sitokin penting dalam proses inflamasi
dan fibrosis pada endometriosis. TGF-f3 juga berpotensi meningkatkan
ekspresi VEGF-A pada sel mesotelial melalui jalur ID1, sehingga dapat
memperkuat mekanisme angiogenesis pada lesi endometriosis.

Selain itu, peninjauan lebih lanjut mengenai imun metabolisme
makrofag pada cairan peritoneum dapat memberikan gambaran mendalam
tentang peran sel imun dalam mikroenvironmen endometriosis. Di sisi
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lain, pemeriksaan patologi anatomi pada endometriosis peritoneum juga
dapat menambah pemahaman mengenai karakter histopatologis dan
hubungannya dengan progresivitas penyakit.
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LAMPIRAN

1. Kadar TNF-a dengan Mouse Tumor Necrosis Factor o (TNF-)
ELISA Kit (Cat. EO117Mo, Bioassay Technology Laboratory)

A. Kurva Standar TNF-a

No Kadar TNF-a standar (ng/L) Nilai Optical Density (OD )
1 640 1,1979
2 320 0,8037
3 160 0,5119
4 80 0,3300
5 40 0,2143
6 20 0,1763
7 0 0,1007
1,4
12 y = -2E-06x +0,0027x+0,1145 o
’ R?=0,9994 ...
[ A - ——
£ 08 e
S
<
Q 06 -
o e
0,4 1
.
02 | g®
¢
0
0 100 200 300 400 500 600 700

Kadar TNF-a standart (ng/L)

158




B. Kadar TNF-a dengan ELISA kit

Nilai OD
Kelompok Nilai OD,, TNF-a pada ulangan ke ....
1 2 3 4 5 6 7
Normal 0,3474 |0,3082 |0,3384 |0,3061 |0,2308 |0,2315 |0,2817
K+ 0,3601 |0,3571 | 0,3606 |0,3586 |0,2291 |0,3707 |0,3170
K- 0,3167 |0,3232 | 0,3541 |0,3360 |0,3516 |0,3537
P1 0,3394 |0,3809 |0,3028 |0,3397 |0,2818 |0,4343 |0,3335
P2 0,3468 |0,3029 |0,3962 |0,3385 |0,4341 |0,4228 |0,3330
P3 0,2700 |0,2718 | 0,3385 |0,2410 |0,2738 |0,2492 |0,2563
Kadar
Konsentrasi TNF-a cairan intraperitoneal (ng/L) pada ulangan ke Rerata SD
Kp | e
1 2 3 4 5 6 7
Normal 83,091 | 67,956 | 79,535 | 67,171 | 40,772 | 41,002 | 58,245 | 62,539 16,922
K+ 88,192 | 86,978 | 88,395 | 87,584 | 40,215 | 92,523 | 71,274 | 79,309 18,512
K- 71,160 | 73,639 | 85,770 | 78,595 | 84,767 | 85,609 79,923 6,450
P1 79,928 | 96,754 | 65,943 | 80,046 | 58,281 119,921 | 77,619 | 82,642 20,415
P2 82,853 | 65,980 | 103,218 | 79,574 | 119,850 | 114,788 | 77,425 | 91,955 20,608
P3 54,092 54,725 79,574 | 44,149 55,432 46,910 49,332 | 54,888 11,692

C. Dokumentasi
a. Sampel (40 pL) + Biotinylated Antibody (10 pL) atau standar (50
pL) ditambah dengan Streptavidin Antibody (50 pL)

Keterangan: Normal: A1-7, K+: A8-12 dan B1-2, K-: B3-8, P1: B9-12 dan C1-3, P2: C4-
10, P3: C11-12 dan D1-5, Standar D6-12
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b. Standar + Substrat A (50 pL) + Substrat B (50 pL)

A TR T,

A
=
o
.
g
-~

c. Standar + Substrat A (50 pL) + Substrat B (50 pL) + stop solution
(50 uL)

i) s

2. IL-17A dengan Rat Interleukin 17A (IL-17A) ELISA Kit (Cat.
EO0116Ra, Bioassay Technology Laboratory)

A. Kurva Standar IL-17A

No | Kadar IL-17A standar (ng/L) Nilai Optical Density (OD )
1 400 2,9057
2 200 1,7778
3 100 0,9715
4 50 0,5228
5 25 0,3454
6 12,5 0,3002
6 0 0,1959
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B. Kadar IL-17A dengan ELISA kit
Nilai OD
Nilai OD,_ IL-17A pada ulangan ke ....
Kelompok 450 P &
1 2 3 4 5 6 7
Normal 0,1960 |0,2302 |0,2105 |0,1580 |0,1565 |0,1666 | 0,2150
K+ 0,2150 |{0,1703 |0,1678 |0,2213 |0,1785 |0,2717 |0,2127
K- 0,3199 |0,3067 |0,3303 |0,3011 |0,3158 |0,2845
P1 0,3457 |0,3072 |0,3128 |0,3018 |0,3485 |0,3865 |0,4179
P2 0,5558 | 0,4346 |0,6080 |0,4743 |0,5835 |0,5016 |0,4786
P3 0,4623 |0,3797 |0,5240 |0,5796 |0,4210 |0,4525 |0,4430
Kadar
Konsentrasi IL-17A cairan intraperitoneal (ng/L) pada
Klp ulangan ke ....... Rerata SD
1 3 4 5 6 7
Normal 6,160 |9,706 | 7,659 |2,262 |2109 | 3,140 | 8,125 | 5,594 3,087
K+ 8,125 3,519 3,263 8,779 4,359 14,056 | 7,887 7,141 3,828
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Konsentrasi IL-17A cairan intraperitoneal (ng/L) pada
Klp ulangan ke ....... Rerata SD

1 2 3 4 5 6 7
K- 19,176 | 17,767 | 20,290 | 17,171 | 18,737 | 15,409 18,092 1,707
P1 21,945 | 17,820 | 18,417 | 17,245 | 22,247 | 26,366 | 29,803 | 21,978 | 4,707
P2 45,255 | 31,644 | 51,256 | 36,053 | 48,429 | 39,112 | 36,533 | 41,183 | 7,232
P3 34,715 | 25,626 | 41,640 | 47,981 | 30,144 | 33,626 | 32,572 | 35,186 | 7,435

C. Dokumentasi
a. Sampel (40 pL) + Biotinylated Antibody (10 pL) atau standar (50
pL) ditambah dengan Streptavidin Antibody (50 pL)

i i)

I

.

i

~\

Keterangan: Normal: A1-7, K+: A8-12 dan C1-2, K-: C3-8, P1: C9-12 dan E1-3, P2: E4-10,
P3: E11-12 dan G1-5, Standar G6-12
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b. Standar + Substrat A (50 pL) + Substrat B (50 pL) + stop solution
(50 uL)

c. Nilai OD450nm dengan Microplate Reader
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3. Jaringan Peritoneum Luas Implan & Hipervaskularisasi

Pemeriksaan patologi ini dimaksudkan untuk mengetahui luas
implan dan hipervaskularisasi pada jaringan peritoneum. Data setiap
sampel dinilai secara makroskopik yang diukur menggunakan image
Raster berdasarkan adanya nodul-nodul dan hipervaskularisasi di jaringan

peritoneum.

A. Pengecekan Makroskopik

164

No. S Rerata luasan imp No. Sampel Rerata l(‘::'s:; im
hl (mm?)

Pl1.1 62,01 N.1 0
P1.2 105,65 N.2 0
P1.3 50,39 N.3 0
P14 79,87 N.4 0
P1.5 34,11 N.5 0
P1.6 45,02 N.6 0
P17 22,23 N.7 0
RERATA 57,04 RERATA 0

No. S Rerata luasan imp No. Sampel Rerata l(l::::,l; pl

- (mm)
P2.1 23,11 K-.1 39,34
P2.2 51,15 K-2 48,38
P23 4237 K-3 64,7
P24 52,53 K-4 36,76
P25 63,68 K-.5 84,37
P2.6 43,25 K-.6 27,84
P2.7 65,66 K-.7 43,05
RERATA 48,82 RERATA 49,21
< Rerata luasan imy No. Sampel Rerata luasan implan

Ne. al (mm?) (mm?)
P3.1 18,37 K+.1 55,39
P3.2 16,2 K+.2 33,97
P3.3 27,71 K+3 8,74
P3.4 10,99 K+.4 4,24
P3.5 7,91 K+.5 4,92
P3.6 21,96 K+.6 15,7
P3.7 24,64 K+.7 13,45
RERATA 18,25 RERATA 19,49




B. Gambaran Makroskopik Lesi Implan
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Gambar 1. Perbandingan gambaran makroskopik lesi implan dan hipervaskularisasi
endometriosis pada jaringan peritoneum tiap kelompok (N, K-, K+, P1, P2, dan P3). Area lesi
implan diukur nodul luasannya menggunakan image raster (panah).

4.  Pengecekan Flow Citometry

CD 86

Gambar 2. Hasil pemeriksaan Flow Cytometry dari makrofag M1 (merah) dan M2 (biru)
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Endometriosis penyakit inflamasi kronis yang menghantui
perempuan usia produktif, sering kali menimbulkan rasa sakit luar
biasa dan sulit diatasi dengan pengobatan konvensional. Jika Anda
mencari bahasan mendalam mengenai solusi alami, buku ini adalah
kuncieksplorasi Anda.

Buku ini mengupas tuntas potensi revolusioner dari Andrographis
paniculata(Sambiloto), tumbuhan yang selama ini dikenal luas namun
kini dibahas dari sisi manfaat dan kandungannya. Fokus utama
pembahasan pada buku ini terletak pada andrografolida, senyawa
utamadalam sambiloto.

Kami menvyajikan bagaimana andrografolida terbukti memiliki
potensi besar sebagai obat anti-inflamasi, bekerja melalui cara yang
kompleks untuk memengaruhi sistem kekebalan pada cairan
peritoneum dan secara signifikan meredakan peradangan. Pelajari
secara terperinci bagaimana senyawa ini dapat mengurangi luas
pertumbuhan jaringan endometriosis.

Dapatkan ulasan terlengkap mengenai andrografolida sebagai
terapi alternatif yang menjanjikan. Buku ini wajib dimiliki oleh
penderita endometriosis, peneliti, dan praktisi kesehatan yang
mencari pendekatan baru berbasis fitofarmaka.
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