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Abstrak

Latar Belakang : Endometrioma atau kista endometriosis pada ovarii merupakan kelainan ginekologi jinak yang sering ditemukan pada wanita usia reproduksi. Adanya kemungkinan endometrioma bertransformasi menjadi karsinoma ovarii, karena adanya  kesamaan sifat molekuler antara endometrioma dengan karsinoma ovarii. Pendekatan dilakukan terhadap transformasi ke arah maligna melalui studi ekspresi cyclin-D1.

Tujuan : Menganalisa perbedaan tingkat ekspresi Cyclin-D1 pada endometrioma (endometriosis ovarii) dan karsinoma ovarii dikaitkan dengan patogenesis endometrioma dan karsinoma ovarii.

Metode : Penelitian observasional analitik dengan pendekatan cross sectional terhadap ekspresi cyclin-D1 antara endometrioma dengan karsinoma ovarii berdifferensiasi baik dan jelek. Subyek penelitian ialah 20 kasus endometrioma, 20 kasus karsinoma ovarii berdiferensiasi baik dan 20 kasus karsinoma ovarii berdiferensiasi jelek. Dilakukan pengecatan imunohistokimia pada jaringan endometrioma dan karsinoma ovarii berdiferensiasi baik dan jelek menggunakan antibody cyclin-D1. Interpretasi data menggunakan skor histologi. Analisa statistik menggunakan uji anova terhadap tingkat ekspresi cyclin-D1 antar kelompok.

Hasil : Rerata ekspresi cyclin-D1 pada endometrioma adalah 67,25. Rerata pada karsinoma ovarii berdifferensiasi baik adalah 132,41. Rerata pada karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek adalah 128,83. Uji anova menghasilkan perbedaan yang bermakna antara ekspresi cyclin-D1 endometrioma dan karsinoma ovarii berdifferensiasi baik dan jelek (p=0,00 < 0,05) .

Kesimpulan : Terdapat perbedaan yang bermakna antara endometrioma, karsinoma ovarii berdiferensiasi baik dan jelek. Ekspresi cyclin-D1 endometrioma lebih rendah dibandingkan dengan karsinoma ovarii berdiferensiasi baik dan jelek. Adanya perbedaan yang bermakna pada endometrioma dan karsinoma ovarii menandakan masih memungkinkannya transformasi ke arah maligna.
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1. Pendahuluan

Endometriosis merupakan suatu kelainan bersifat jinak. Berdasarkan teori endometrioma dan karsinoma ovarii keduanya berasal dari epitel permukaan ovarium (OSE-Ovarium Surface Epithelium). Selama terjadi ovulasi, folikel ruptur dan oosit keluar mengakibatkan trauma fisik dari sel permukaan ovarium sehingga perlu diperbaiki. Kejadian ini berlangsung berkali-kali selama masa reproduksi perempuan sehingga proses kerusakan dan perbaikan berulang kali. Sel OSE akan memperlihatkan derajat kekenyalan yang tinggi sehingga terjadi peralihan dari epithel ke fenotip mesensimal. Pada trauma fisik yang terjadi sehubungan dengan ovulasi akan merekrut sel-sel inflamasi yang ikut terlibat sehingga banyak sitokin yang berperan dan menjadi reactive oxigen species (ROS) dan mengakibatkan kerusakan DNA. Kerusakan DNA pada sel OSE menyebabkan sangat rentan sehingga mudah bertransformasi (Lahmuddin, 2015). Endometriosis juga merupakan penyakit kompleks yang melibatkan interaksi multipel gen. Beberapa kajian awal memperlihatkan peningkatan resiko endometriosis di antara keluarga penderita endometriosis. Penelitian pada peran lingkungan dan regulasi genetik dalam endometriosis menunjukkan meningkatnya endometriosis akibat gabungan faktor lingkungan dan variasi genetik. Disisi lain telah beragam tehnik molekuler termasuk analisa linkage dan genom telah mengindentifikasi kandidat gen yang terletak pada lokasi yang berhubungan dengan saluran reproduksi wanita (Oepomo, 2012). Pada penelitian ini akan dicari hubungan antara endometrioma dan karsinoma ovarii secara biomolekuler, sehubungan dengan transformasi kearah keganasan. Endometriosis didiagnosis pada 30%-40% wanita dengan infertilitas serta nyeri pelvis. Endometriosis memiliki kompleksitas dengan beragam etiopatogenesis. Penelitian mengenai pathogenesis endometriosis meliputi 4 area penelitian, yaitu : (1) genetic, (2) lingkungan, (3) biologi kanker, dan (4) imunologi. (Oepomo, 2013). 

Endometrioma (endometriosis ovarii) merupakan manifestasi endometriosis yang sering ditemukan. Endometrioma dicurigai berpotensi menjadi keganasan dimana perkembangan kanker ovarium dijumpai pada 0,3-0,8%  penderita endometrioma (Chiung-Ru Lai, 2013). Beberapa penelitian melaporkan adanya transisi histology dari endometrioma menjadi karsinoma ovarii termasuk transformasi keganasan pada endometriosis ekstraovarial. Prevalensi endometrioma pada pasien-pasien dengan keganasan ovarii jenis epitel terutama endometrioid dan sel bening dinyatakan lebih tinggi dari pada keganasan ovarii jenis lainnya (Nehzat, 2008).Wanita Usia muda (10-29 tahun) dengan endometrioma berisiko 3,5 lipat terkena kanker ovarii dibandingkan dengan wanita tanpa endometriosis (Jacoeb et al, 2009).
Endometriosis dapat berubah menjadi tumor ganas ovarii, dengan angka kejadian keganasan 0,3%-1,6% dan jenis keganasan endometrioid atau clear cell carcinoma, dilakukan beberapa penelitian untuk melihat profil antara karsinoma ovarii dengan endometrioma di Rumah Sakit Dr. Moewardi Surakarta , diperoleh hasil sebagai berikut : tidak terdapat perbedaan ekspresi onkogen BCL-2 antara karsinoma ovarii dan endometrioma (Sita, 2010), tidak terdapat perbedaan ekspresi bax antara karsinoma dan endometrioma (Dewi R, 2011), tidak terdapat perbedaan bermakna ekspresi Prb hiperfosforilasi antara endometrioma dan karsinoma ovarii (Ronni, 2010), terdapat perbedaan yang bermakna dimana ekspresi c-Myc pada endometrioma lebih rendah daripada karsinoma ovarii (Nyoman, 2011), tidak terdapat perbedaan ekspresi p21 intra nuclear antara endometrioma dan karsinoma ovarii (Jumhur, 2011), terdapat perbedaan yang bermakna ekspresi p21 sitoplastik pada endometrioma dengan karsinoma ovarii, terdapat perbedaan bermakna tingkat ekspresi p 53 mutan  antara endometrioma dan karsinoma ovarii (Anggreni A, 2011). Nilai ekspresi p27 tidak berbeda secara bermakna antara endometrioma dan karsinoma ovarii (Puji H, 2011), tidak terdapat perbedaan HER2/NEU antara endometrioma dan karsinoma ovarii (Edy P, 2011), tidak terdapat perbedaan ekspresi COX-2 antara endometrioma dan karsinoma ovarii (Hari P, 2010), dari hasil-hasil tersebut menunjukkan aspek molekuler pada endometrioma yang memiliki peran dalam karsinogenesis. Endometrioma memiliki salah satu mekanisme promosi yang mengarah ke transformasi maligna. 
Cyclin-D1 yang berhubungan dengan peningkatan laju proliferasi sel, merupakan salah satu protein siklus sel yang bertanggungjawab dalam perpindahan (transisi) menuju fase S dari siklus sel (fasesintesis DNA). Ekspresi berlebihan dari cyclin-D1 berkaitan dengan transformasi kearah malignansi. Pada beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa diperkirakan sekitar26% dari kanker ovarium yang sporadis memiliki ekspresi cyclin-D1 yang berlebihan. Selain itu cyclin-D1 memainkan peranan yang dominan dalam mengatur perkembangan siklus sel pada sel kanker ovarium dan bahwa degradasi dari cyclin-D1 mampu menginduksi berhentinya siklus sel fase G1. Sehingga dengan memilih cyclin-D1 sebagai target dari terapi, kemungkinan dapat menghambat perkembangan kanker ovarium secara molekuler. (Etsu Tashiro et al, 2007). Pada penelitian ini akan dicari adakah perbedaan tingkat ekspresi Cyclin-D1antara endometrioma dengan karsinoma ovarii melalui jalur genetik. Hasil penelitian diharapkan dapat memberikan gambaran kemungkinan transformasi endometrioma ke arah keganasan ovarium. Apabila terdapat perbedaan, hal itu akan berpengaruh pada penanganan perempuan endometriosis yang menderita endometrioma di masa yang akan datang.
2. Metode

Penelitian secara observasional analitik dengan pendekatan cross sectional ada perbedaan  tingkat ekspresi Cyclin-D1 pada endometrioma (endometriosis ovarii) dengan karsinoma ovarii dengan pengecatan imunohistokimia dengan monoklonal human antibody anti cyclin-D1. Penelitian dilakukan bulan Desember 2013 sampai dengan Januari 2014 di bagian Obstetri dan Ginekologi RS.Dr. Moewardi Surakarta dan Laboratorium Patologi Anatomi FK UNS. Setelah hasil penelitian utama ini terselesaikan, akan dilanjutkan pada penelitian tahun-tahun mendatang dengan pengembangan cyclin-D.   Jumlah sampel yang diteliti pada penelitian ini adalah 20 sampel endometrioma, 20 sampel karsinoma ovarii berdifferensiasi baik dan 20 sampel karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek. Data yang diperoleh dari pengecatan imunohistokimia dengan monoklonal human antibody anti cyclin-D1 dan  ditabulasi serta ditampilkan dalam bentuk presentase sel dengan ekspresi negatif, positif lemah, positif sedang dan positif kuat. Rerata ekspresi setiap sampel selanjutnya dikonversi dalam bentuk nilai kualitatif. Serta dilakukan uji hasil normalitas data menggunakan tes kolmogorov-smirnov menunjukkan distribusi data normal sehingga analisa statistik selanjutnya dilakukan dengan menggunakan uji Anova

3. Hasil

Tabel 1. Tabel Skor histologi cyclin-D1 pada Endometrioma, Karsinoma Ovarii berdifferensiasi baik dan Karsinoma Ovarii berdifferensiasi jelek.

	Status Penyakit
	N
	Rerata
	SD

	Endometrioma
	20
	67,25
	44,03

	Karsioma Ovarii
	
	
	

	Baik
	20
	132,41
	59,13

	Jelek
	20
	128,83
	50,74


Penghitungan kualitatif menggunakan skor histologi dilakukan berdasarkan prosentase ekspresi cyclin-D1 pada setiap sampel. Rerata skor histologi endometrioma 67,25 karsinoma ovarii berdifferensiasi baik 132,41 dan karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek 128,83 Pengujian statistik skor histologi kelompok endometrioma menggunakan uji kolmogorov-smirnov memiliki rerata 67,25 dengan simpangan baku 44,03 Rerata kelompok karsinoma ovarii berdifferensiasi baik 132,41 dengan simpangan baku 59,13. Rerata kelompok karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek 128,83 dengan simpangan baku 50,74 Ketiga kelompok data terdistribusi normal sehingga analisa dilakukan dengan menggunakan uji Anova
Tabel 2. Tabel rerata prosentase ekspresi cyclin-D1 pada Endometrioma, Karsinoma Ovarii berdifferensiasi baik dan Karsinoma Ovarii berdifferensiasi jelek
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Berdasarkan penilaian ekspresi cyclin-D1 pada 20 sampel endometrioma didapatkan ekspresi positif kuat pada kelompok endometrioma ditemukan 10 kasus dengan prosentase rerata 16,7 %, pada 20 sampel karsinoma ovarii berdifferensiasi baik didapatkan ekspresi positif kuat pada kelompok karsinoma ovarii berdifferensiasi baik ditemukan 16 kasus dengan prosentase rerata 26,7%, sedangkan pada 20 sampel karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek didapatkan ekspresi positif kuat pada kelompok karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek ditemukan 16 kasus dengan prosentase rerata 26,7 %.

Rerata prosentase ekspresi cyclin-D1 pada endometrioma diperoleh hasil positif kuat 16,7 %, positif sedang 8,3%, positif lemah 3.3%, dan negatif 5 %. Pada karsinoma ovarii berdifferensiasi baik diperoleh hasil positif kuat 26.7%, positif sedang 3,3%, positif lemah 1,7 % dan negatif 1,7 %, sedang pada karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek diperoleh hasil postif kuat 26,7 %, positif sedang 5 %, positif lemah 1,7 %, dan negatif  0 %.

Rerata prosentase ekpresi cyclin-D1 positif sedang pada karsinoma 0varii differensiasi baik (10%) hampir 2 kali lipat rata-rata prosentase ekspresi positif sedang pada endometrioma (5%) dan hampir 5 kali lipat jika dibandingkan dengan karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek. Rerata positif lemah pada endometrioma (45%) hampir 4 kali lipat dari karsinoma ovarii berdifferensiasi baik (10%) dan 3 kali lipat dari karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek (30%).

Grafik 1. Makna Ekspresi cyclin-D1 antara Endometrioma, Karsinoma Ovarii berdifferensiasi baik dan Karsinoma Ovarii berdifferensiasi jelek
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Perhitungan makna ekspresi cyclin-D1 pada kelompok endometrioma, karsinoma ovarii berdifferensiasi baik dan karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek menunjukkan makna kualitatif positif lemah. Sebaran data pada kelompok endometrioma menunjukkan nilai tertinggi sembilan pada sampel kesebelas serta nilai terendah pada sampel ketiga belas dengan nilai rerata empat. Sebaran rerata pada karsinoma ovarii berdifferensiasi baik menunjukkan nilai rerata terendah empat dan nilai rerata tertinggi lima, sedangkan pada kelompok karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek didapatkan sebaran data dengan nilai tertinggi tujuh dengan rerata tujuh  koma tiga belas dan nilai terendah empat dengan rerata empat koma tujuh.

Tabel 3.
Tabel hasil uji F-test ekspresi cyclin-D1 antara Endometrioma, Karsinooma Ovarii berdifferensiasi baik.

	Status Penyakit
	N
	Rerata
	SD
	P

	Endometrioma
	20
	67.25
	44.03
	

	 Ovarii Baik

Ovarri Jelek
	20

20


	132.41

128,83
	59.13

50,74
	0,000


Dengan uji Ft-test diperoleh nilai p=0,000 sehingga dapat diartikan ekspresi cyclin-D1 pada endometrioma berbeda secara signifikan dengan ekspresi cyclin-D1 pada karsinoma ovarii berdifferensiasi baik dan ekspresi cyclin-D1 pada karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek.

Tabel 4.
Tabel hasil multiple comparisons ekspresi cyclin-D1 antara Endometrioma, Karsinooma Ovarii berdifferensiasi Baik dan ekspresi cyclin-D1 pada karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek.

	Status Penyakit
	N
	Mean Diff
	P

	Endometrioma-Ovarri baik
	20
	65.1505
	0.000**

	Endometrioma-Ovarri jelek

Ovarri baik-Ovarri jelek
	20

20


	61.580

3.57050
	0.000**

0.828


Dengan uji multiple komparasi perbedaan antara endometrioma dengan ovarii baik diperoleh nilai p=0,000 sehingga dapat diartikan ekspresi cyclin-D1 pada endometrioma berbeda secara signifikan dengan ekspresi cyclin-D1 pada karsinoma ovarii berdifferensiasi baik. Perbedaan antara endometrioma dengan ovarri jelek diperoleh nilai p=0,000 sehingga dapat diartikan ekspresi cyclin-D1 pada endometrioma berbeda secara signifikan dengan ekspresi cyclin-D1 pada karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek. Sedangkan Perbedaan antara ovarii baik dengan ovarri jelek diperoleh nilai p=0,828 sehingga dapat diartikan dengan ekspresi cyclin-D1 pada karsinoma ovarii berdifferensiasi baik tidak berbeda secara signifikan dengan ekspresi cyclin-D1 pada karsinoma ovarii berdifferensiasi jelek.

4. Diskusi
Hasil diatas menunjukkan ekspresi cyclin-D1 pada endometrioma lebih rendah jika dibandingkan dengan karsinoma ovarii berdiferensiasi baik dan jelek. Hal ini karena pada karsinoma ovarii terjadi trauma ovulasi sehingga lebih banyak daripada endometrioma, dan sesuai dengan epidemiologi karsinoma ovarii yang sering terjadi pada usia menopause dibandingkan dengan endometrioma yang sering terjadi pada usia reproduksi.(Andrijono, 2009).
Selain itu terjadi pula diferensiasi dan metaplasia yang menjadikan complex epithelium mirip dengan organ duktus muleri. Bilamana kerusakan DNA pada sel tersebut tidak diperbaiki maka memungkinkan terjadi transformasi neoplastik dan akhirnya menjadi karsinoma ovarium. (Kira, 2013)
Cyclin-D1 berikatan dengan Cdk4 dan Cdk6 untuk membentuk sebuah pRB kinase. Terhadap fosforilasi,  pRB kehilangan aktivitas represif untuk factor transkripsi E2F, yang kemudian mengaktifkan transkripsi dari beberapa gen yang diperlukan untuk transisi dari fase G1 ke fase S dan untuk replikasi DNA. Gen cyclin-D1 ditata ulang dan diekspresikan secara berlebihan di centro cyticlimfoma dan tumor paratiroid dan kemudian diperkuat dan/ atau diekspresikan secara berlebihan di sebagian besar tumor manusia pada berbagai jenis kanker. Ektopik overexspression dari cyclin-D1 pada kultur fibroblast memendek di fase G1 dari siklus sel. Lebih jauh lagi, telah dibuktikan bahwa pengenalan dari suatu anti sensecyclin- D1 kedalam baris sel karsinoma, di mana gen cyclin-D1 diperkuat dan diekspresikan secara berlebihan, menyebabkan reversi dari fenotipe maligna. Dengan demikian, peningkatan ekspresi cyclin-D1 dapat memainkan peran penting dalam perkembangan tumor dan dalam pemeliharaan fenotipe maligna. Akan tetapi, jumlah tersebut kurang untuk mengubah sifat fibroblasutama maupun yang sudah pasti. (Cancer Sci 2007).

Cyclin-D1 yang berhubungan dengan peningkatan laju proliferasi sel, merupakan salah satu protein siklus sel yang bertanggungjawab dalam perpindahan (transisi) menuju fase S dari siklus sel (fasesintesis DNA). Ekspresi berlebihan dari cyclin-D1 berkaitan dengan transformasi kearah malignansi. Pada beberapa penelitian telah menunjukkan bahwa diperkirakan sekitar26% dari kanker ovarium yang sporadis memiliki ekspresi cyclin-D1 yang berlebihan. Selain itu cyclin-D1 memainkan peranan yang dominan dalam mengatur perkembangan siklus sel pada sel kanker ovarium dan bahwa degradasi dari cyclin-D1 mampu menginduksi berhentinya siklus sel fase G1. Sehingga dengan memilih cyclin-D1 sebagai target dari terapi, kemungkinan dapat menghambat perkembangan kanker ovarium secara molekuler. (Etsu Tashiro et al, 2007). Selain itu cyclin-D1 juga memiliki peran dalam memicu perkembangan kearah keganasan dimana berhubungan dengan aktivitas gen pensupresi tumor yaitu p21 (cyclin dependent kinase inhibitor 1 A) dan p16 (cyclin dependent kinase inhibitor 2A). Pada orang normal, produk p21 memainkan peranan aktif dalam regulasi sel yang berjalan kompleks. Melalui aktivasi transkripsi dari gen p21 yang diikuti oleh inhibisiterhadap cyclin dependent kinase akan menghentikan siklus sel pada fase G1 sehingga akan mencegah memasuki fase S. Gen p21 juga menghambat aktivitas dari kelompok cyclin dengan cyclin dependent kinase (cdk2) dan cyclin dependent kinase (cdk4) yang berperan sebagai regulator selama proses replikasi DNA berlangsung pada fase S. Pada kasus endometriosis jika dibandingkan dengan orang yang normal, tampak terjadi penurunan ekspresi dari gen p21 dan sebaliknya terjadi peningkatan cyclin-D1 sehingga proses supresi gen normal seperti yang dijelaskan diatas, akan mengalami hambatan. (Richard, 2012).
Pada Hallmark of cancer juga terlihat adanya penurunan sensitifitas terhadap sinyal apoptosis lebih sering terjadi pada karsinoma ovarii dibandingkan dengan endometrioma. Multistep tumour progression uga menunjukkan endometrioma berada pada tahap promosi dan karsinoma ovarii pada tahap progresi.

Berdasarkan pada beberapa hal diatas, maka dapat disimpulkan pada penelitian ini terdapat perbedaan tingkat ekspresi cyclin-D1 yang signifikan antara endometrioma dengan karsinoma ovarii berdiferensiasi baik dan jelek. Perbedaan ini menggambarkan bahwa endometrioma masih mengindikasikan kemungkinan bertransformasi menjadi ganas. Penelitian ini memerlukan pengembangan terhadap ekspresi cyclin-D1 dengan sample yang lebih besar, kasus endometriosis berat dan longitudinal. 
5. Kesimpulan
Ekspresi cyclin-D1 antara endometrioma dengan karsinoma ovarii berdifferensiasi baik dan jelek dapat menjadi petunjuk adanya jalur genetik yang berpengaruh. Walaupun terdapat perbedaan ekspresi cyclin-D1 diantara ketiganya akan tetapi menjadi pertimbangan pemilihan jenis terapi endometrioma untuk mencegah transformasi menjadi karsinoma ovarii. 
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