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SAMBUTAN KETUA PANITIA ACARA KONGRES DAN TEMU
ILMIAH KIBI 2019 FAKULTAS KEDOKTERAN UNAND

Bismillahirrahmanirrahim,
Assalamualaikum Warahmatullahi Wabarakatuh,

Puji syukur mari kita panjatkan Kehadirat Allah SWT teriring doa semoga kita senantiasa dalam lindun-
gan-Nya dan dilimpahkan keberkahan serta curahan nikmat yang tak terhingga. Atas nama panitia Kongres
Nasional Konsorsium Ilmu Biomedik Indonesia (KIBI) tahun 2019, yang juga bersamaan dengan Temu
IImiah Nasional dan Pengabdian Masyarakat kami mengucapkan selamat datang kepada semua Peserta dan
Pembicara.

Kongres Nasional Konsorsium [Imu Biomedik Indonesia (KIBI) adalah kegiatan organisasi yang rutin diselengga-
rakan setiap 2 tahun, sedangkan Pertemuan [lmiah Nasional diselenggarakan setiap tahun. Kongres Nasional KIBI
kali ini yang merupakan Kongres yang ke-3 yang akan di selenggarakan di Padang pada tanggal 31 Oktober 2019
yang akan diikuti oleh 18 Prodi Magister dan Doktor Biomedik sebagai anggota pendiri KIBI serta Anggota baru
KIBI. Bersamaan dengan itu akan dilaksanakan Pertemuan [Imiah Tahunan yang akan diselenggarakan di Conven-
tion Hall Universitas Andalas.

Pada pertemuan ini mengangkat tema “Current advance in biomedical sciences for better understanding
of non-communicable diseases” Kegiatan ilmiah ini tentunya menjadi sarana bagi pakar, mahasiswa, dosen,
dan alumni program studi Biomedik seluruh Indonesia untuk mendapatkan informasi terkini Ilmu Biomedik
yang mendukung pemahaman berbagai fenomena terutama Bioinformatika Ilmu dan teknologi Biomedik
yang akan berdampak pada penanganan untuk masalah kesehatan. Pada acara ilmiah ini mendatangkan pakar
baik Internasional maupun nasional yang akan memberikan materi pada sesi simposium. Kongres ini juga
menerima artikel makalah bebas dalam bentuk Presentasi oral dan poster yang meliputi topik-topik keilmuan
bidang biomedik.

Terima kasih kami sampaikan kepada semua penulis yang telah menyumbangkan makalahnya dalam pro-
siding ini. Terima kasih pula kami sampaikan kepada seluruh dosen dan mahasiswa S2 dan S3 ilmu Biome-
dik Fakultas Kedokteran Universitas Andalas yang telah terlibat dalam perencanaan dan penyelengaraan
kongres dan telminas ini serta telah bekerja keras dalam pembuatan prosiding ini baik dari segi naskah
agar memenuhi kaidah penulisan ilmiah dan ejaan bahasa Indonesia yang disempurnakan maupun dari segi
tampilan yang disajikan secara apik. Kami mohon maaf bila terdapat kekeliruan dalam penerbitan prosiding
ini. Kami berharap dengan adanya seminar dan prosiding ini kiranya dapat berguna memberikan manfaat.

Harapan kami dengan mengikuti Kongres di Padang ini, akan banyak manfaat dan kenangan yang bisa
didapat oleh para peserta. Aamiin.

Padang, 2 Oktober 2019

Prof. dr. Nur Indrawaty Lipoeto, M.S¢c, PhD, Sp. GK
Ketua Panitia
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SAMBUTAN DEKAN FAKULTAS KEDOKTERAN
UNIVERSITAS ANDALAS

Bismillahirrahmanirrahim,

Assalamu’alaikum Warahmatullahi Wabarakatuh,

Pertama-tama, marilah kita ucapkan puji syukur kepada Allah SWT, yang telah memberikan rahmat dan
karunia-Nya sehingga kegiatan Kongres Nasional Konsorsium Ilmu Biomedik Indonesia (KIBI), Temu
Ilmiah, Workshop Bioinformatika dan Pengabdian Masyarakat tahun 2019 dengan tema “Current ad-
vance in biomedical sciences for better understanding of non-communicable di Kedokteran Universitas
Andalas, perkenankan saya menyampaikan Selamat Datang di kampus Fakultas Kedokteran Universitas
Andalas, kepada pembicara tamu kita Prof. Osamu Ohneda, MD, PhD dari Tsukuba University, Japan,
Assoc. Prof. Dr. Bimo A. Tejo dari UCSI University, Malaysia, dan Prof. Dr. dr Mohamad Sadikin, D.Sc
dari Universitas Indonesia sebagai Keynote Speaker, para pemakalah dan peserta dari luar Universitas An-
dalas guna mengikuti seminar ini. Saya menyambut gembira kegiatan Kongres dan Temu Ilmiah ini yang
telah mendapatkan perhatian yang besar dari kalangan akademisi dan profesional dari institusi pendidikan,
peneliti serta mahasiswa paska , sehingga terkumpul 56- makalah yang sudah dipresentasikan dalam acara
ini. Untuk itu, saya mengucapkan terima kasih dan penghargaan setinggi-tingginya kepada Bapak dan Ibu
pemakalah. Saya yakin bahwa dari kegiatan ilmiah ini akan dihasilkan ide-ide, konsep-konsep, dan tero-
bosan baru yang inovatif dalam pengembangan teknologi yang nantinya akan diaplikasikan dalam dunia
industri di masa yang akan datang. Kongres dan Temu Ilmiah ini tidak akan terselenggara dengan baik tan-
pa dukungan dari berbagai pihak dan kontribusi dari pemakalah dan peserta. Untuk itu, saya menyampaikan
terima kasih yang sebesarbesarnya. Secara khusus, saya menyampaikan terima kasih dan penghargaan yang
setinggi-tingginya kepada panitia penyelenggara atas jerih payah, kerja keras, ketekunan dan kesabaran-
nya dalam mempersiapkan dan menyelenggarakan Kongres dan Temu Ilmiah ini sehingga dapat berjalan
dengan baik, lancar dan sukses. Akhirnya, melalui Kongres dan Temu Ilmiah ini, marilah kita senantiasa
perkuat dan perluas jejaring serta kerjasama antar semua akademisi dan peneliti dibidang ilmu biomedik
yang ada di Indonesia, guna bekal pengetahuan dan teknologi bagi pengembangan SDM Indonesia untuk
mampu bersaing menghadapi persaingan global dan mampu menhasilkan riset dan produk inovatif dalam
ilmu dan teknologi Biomedis.

Padang, November 2019

Dekan Fakultas kedokteran Universitas Andalas

Dr.dr.Wirsma Arif Harahap, Sp.B (K)-Onk
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Susunan Acara
KONAS, TELMINAS KIBI DAN PENGABDIANASYARAKAT TAHUN 2019 PADANG

“Current advance in biomedical sciences for better understanding of non-communicable
diseases” dilaksanakan pada 30 Oktober — 2 November 2019 mulai pukul 08.00 — 17.00 di
Gedung convention Hall Kampus Unand Limau Manih, Pauh Padang

Day 1 - Thursday, 31* October 2019

Time Event
07.00-16.00 Community services
Location . Sungai Pisang
Day 2 - Friday, 1* November 2019
Time Event
1. Registration
07.00-08.00
2. Pre-ceremony music and traditional dance
08.00-08.40 Opening ceremony
08.40-09.00 Coffee break

Symposium Session I. The molecular process of aging

09.30-10.15 Prof. Osamu Ohneda, MD, PhD (Tsukuba University, Japan)

Title. The molecular process of aging

10.15- 10.45 Prof. Dr. dr. Delmi Sulastri, MS, Sp. GK (Andalas University, Indo-
nesia)

Title. Nutritional genomics for disease prevention

Moderator : Prof. Dr.rer.Physiol. dr.Septilia Inawati Wanandi.

10.45 - 11.15 Di ,
iscussion

LIS -11.15 Closing Session I
11.30 -13.00 Lunch Break
13.30-15.30 Oral Presentation Parallel Session 1

Workshop Bioinformatika: Computer-Aided Structure-Based Drug

13.30-17.00 Ve

14.00 -17.00 KONGRES NASIONAL III KIBI

viii
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Welcome dinner

19. 00-21.30 Location : Governor’s Residence Hall
Day 3 - Saturday, 2" November 2019
Time Event

Symposium Session Il . Understanding the role of bioinformatics in advancing biomedicine

09.00-09.30

Assoc. Prof. Dr. Bimo A. Tejo (UCSI University, Malaysia)

Title. Rational design of therapeutic peptides

09.30-10.00

Dr. dr. Andani Eka Putra, M.Sc (Andalas University, Indonesia)

Title. Molecular characteristics and immunogenicity of recombinant
protein and epitop immunodominant of PE-PGRS 24 and 35 of local
isolate of M. tuberculosis

Moderator : Dr.dr.Syukri rahman, Sp. THT

10.00-10.20

Discussion

10.20.10.30

Closing Session 11

Symposium Session III . Mitochondria in health and disease

10.30-11.00

Prof. Dr. Mohamad Sadikin, D.Sc (University of Indonesia)

Title. Mikondria. organel pusako bundo kanduang

11.00-11.20 Prof. Dr. dr. Eryati Darwin (Andalas University, Indonesia)
Title. Mitochondria and immunity in non-communicable diseases

11.20-11.40 Dr. dr. Afriwardi, Sp. KO, MA (Andalas University, Indonesia)
Title. Improving performance. Optimizing mitochondrial processes by
Pphysical exercise
Moderator : Dr.dr. Nur Arfian Ph.D.

11.40-12.00 Discussion

12.00-12.10 Closing Session 111

12.10-13.00 Lunch Break

13.30-15.30 Oral Presentation Parallel Session I1

14.00-17.00 KONGRES NASIONAL III KIBI

X
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TOPIK KONGRES DAN TEMU ILMIAH
1. The molecular process of aging
2. Understanding the role of bioinformatics in advancing biomedicine

3. Mitochondria in health and disease

KEYNOTE SPEAKERS
1. Prof. Osamu Ohneda, MD, PhD (Tsukuba University, Japan)

2. Prof. Dr. dr. Delmi Sulastri, MS, Sp. GK (Andalas University, Indonesia)
3. Assoc. Prof. Dr. Bimo A. Tejo (UCSI University, Malaysia)

4. Dr. dr. Andani Eka Putra, M.Sc (Andalas University, Indonesia)

5. Prof. Dr. Mohamad Sadikin, D.Sc (University of Indonesia)

6. Dr. dr. Afriwardi, Sp. KO, MA (Andalas University, Indonesia)

TOPIK WORKSHOP

Bioinformatika : Computer-Aided Structure-Based Drug Design
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30 Oktober - 2 November 2019

SUSUNAN ACARA PRESENTASI ORAL PADA PARALLEL SESSION
Jumat , 1 November 2019

RUANG 1
Sesi 1 : 13.30 - 14.20
Moderator : Dr.Dra.GustiRevila, MS
No | Waktu Kode Presentant Judul
1 13.30—-13.40 |BIO102 | Mustarim Analisis Interleukin 1B rs1143643 se-
bagai Polimorfisme Gen Sitokin dengan
Sepsis Neonatorum
2 13.40 -13.50 BIO103 [ Hasmiwati Deteksi Mutasi Knock down resisten
(kdr), S989P dan V1016G pada Aedes
aegypti di Sumatera Barat
3 13.50 - 14.00 |BIO104 |[Syukri Rahman [Hubungan DNA Virus Epstein-Barr
dengan Kejadian Karsinoma Nasofaring
pada Etnik Minangkabau
4 14.00 — 14.10 | BIO469 | Sri Wahyuni Hubungan Jumlah Sel CD4 dengan In-
Handayani, feksi Cryptosporidium sp.(diare/non-di-
S.Si.,M.Biomed | are) pada Penderita HIV/AIDS dengan
CD4 <200 sel/ml di RS. M. Djamil
Padang tahun 2017
14.10 — 14.20 | Diskusi
Sesi 2 : 1430 -15.20
Moderator : Dr.Dra.GustiRevila, MS
1 14.30-14.40 |BIO105 [Goldha Faroliu | Hubungan Jumlah Sel CD4 dengan
Infeksi cryptosporidium sp. pada Pender-
ita HIV/AIDS di Sumatera Barat Secara
Mikroskopis dan PCR (Polymerase
Chain Reaction)
2 14.40 - 14.50 |BIO106 [Dwitya Elvira | Hubungan antara Kadar Interferon-y-in-
ducible protein-10 (IP-10) Urine dengan
Kadar CD4 Serum Penderita Ko-infeksi
Tuberkulosis-HIV
3 14.50 - 15.00 BIO107 | Zahra Frizki Hubungan Jumlah Sel CD4 dengan
Asty Infeksi Giardia Lamblia pada Penderita
HIV/AIDS di sumatera barat
4 15.00-15.10 |BIO108 | Avin Ainur Protein Adhesi subunit Omp 28 kDa
Fitrianingsih Shigella flexneri mampu meningkatkan
kadar Antimicrobial peptide B defensin
pada serum mencit Balb-c
15.10 - 15.20 | Diskusi

xi
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Moderator : dr.Nur Afraininsyah, Ph.D

RUANG II
Sesi 1 : 13.30 - 14.20
Moderator : dr.Nur Afraininsyah, M.Med.Ed, Ph.D
No Waktu Kode Presentant Judul
1 |13.30-13.40 [BIO209 | Azizah Hikma [Porang Glucomannan Superiority Com-
Safitri pare to Psyllium in Controlling Inflamma-
tory Process on Metabolic Syndrome Rats
2 |13.40-13.50 BIO210 [Rauza Sukma [Efek Kronik Teh Hijau (Camellia
Rita sinensis L.) Terhadap Kadar Trigliserida
dan Kolesterol Total Serum pada Tikus
Diabetes Melitus
3 [13.50-14.00 |BIO211 |Husna Yetti Asam Eikosapentanoat Meningkatkan
Protein Anti-apoptosis pada Tikus Model
Non-alcoholic steatohepatitis
4 |14.00-14.10 |BIO212 [Siti Sarah Efek latihan fisik terhadap ekspresi gen
Bintang Pgcla dan tingkat stres oksidatif pada
hewan model penuaan yang diinduksi
D-galaktosa
14.10 — 14.20 | Diskusi
Sesi 2 : 14.30 — 15.20

1 |[1430-14.40 |BIO213 [Wahyu Efektivitas Oktil Galat dalam
Pengestuti Menurunkan Prostaglandin E2 (PGE2),
Lestari Interleukin-10 (IL-10), dan Ukuran Kista
pada Tikus Model Endometriosis
2 |1440-14.50 |BIO214 (Puspita Eka Gambaran Histopatologik, Ekspresi
Wuyung ERa dan ARIDIA pada Model Tikus
Endometriosis Associated Ovarian Car-
cinoma (EAOC)
3 114.50.15.00 BIO215 | Cicilia Febriani | Efek Anti-Inflamasi Oktil Galat terhadap
Hayuningrum | Kadar Nuclear Factor-kB (NF- xB) Non-
Fosforilasi dan Cyclooxygenase-2 (COX-
2) pada Tikus Model Endometriosis
4 |15.00-15.10 |BIO216 |Dedy Syahrizal | Hyperbaric Oxygen Therapy (HBOT)
Menurunkan Proses Peradangan Pada
Jaringan Peritoneum Mencit Model
Endometriosis
15.10-15.20 | Diskusi

Xii
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RUANG III

Sesi 1 : 13.30-14.30

Moderator : dr. Siti Nurhajjah, M.Si. Med

No | Waktu Kode Presentant Judul

1 13.30-13.40 |[BIO317 |Isma Nur Mitochondrial function of keloid

Azzizah fibroblasts on suppression of cytoglobin

expression with siRNA

2 13.40 -13.50 BIO318 [ Fathurrohim Struktur dan Ekspresi Antigen
Rekombinan gp125-gp36 HIV-2 untuk
Deteksi Antibodi Antivirus HIV-2

3 13.50—14.00 |BIO319 | Steven Arianto | Profil Heparan Sulfat dan Dermatan
Sulfat Urin Berdasarkan Jenis Mutasi
Gen Iduronat-2-Sulfatase Pasien
Mukopolisakaridosis II Di Indonesia

4 14.00 - 14.10 |BIO320 [Elman Boy Efek Sholat Terhadap Kualitas Hidup
Lansia

5 14.10—-14.20 |BIO468 |Rony Rustam | Judul Diagnostic Value of
Immunohistochemistry for The
Detection of The B-RAFV600E
Mutation in Papillary Thyroid
Carcinoma in predicting Central Neck
Lymph Node Metastasis.

14.20 — 14.30 | Diskusi

Sesi 2 : 14.40 - 15.30

Moderator : dr. Siti Nurhajjah, M.Si. Med

1 14.40 - 14.50 [BIO321 |IMade Jawi Effects of Combination Simvastatin and
Purple Sweet Potato Extract Capsules on
the Blood Lipid Profile and Oxidative
Stress in Dyslipidemic Patients

2 14.50-15.00 |BIO322 [Mohd Fadzelly [ Xanthine Oxidase Inhibitory Activity

Abu Bakar of Selected Medicinal Plants

Ethnomedically Used for Gout
Treatment

3 15.00.15.10 BIO323 [ Armaini Efek nutraceutical polisakarida dari
mikroalga  scenedesmus  dimorphus
sebagai anti-aging dan anti-oksidan
terhadap tikus wistar

4 15.10-15.20 |[BIO324 |Devi Maulina [ Analisis Farmakokinetik Nanopartikel
Mangiferin Kitosan-Alginat

1520 —15.30 | Diskusi

xiii
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RUANG 1V
Sesi 1 : 13.30-14.30
Moderator : dr. Imiawati, Ph.D
No | Waktu Kode Presentant Judul
1 13.30-13.40 |[BIO425 |[Rizki Rahmadian Efektifitas Gentamisin- Bone Cement
Polymethyl Methacrylate (PMMA)
terhadap Staphylococcus aureus se-
cara In Vitro
2 13.40 -13.50 BIO426 [Ndaru Andri Da-|Persentasi Blastocystis homminis
mayanti pada anak usia sekolah dan kelom-
pok dewasa di dua lingkungan ber-
beda
3 13.50 - 14.00 |BIO427 | Bantari Wisynu Ku- | CRISPR-Cas9 System untuk penyunt-
suma Wardhani ingan gen TMEPAI
4 14.00 — 14.10 | BIO428 | Eryati Darwin Mitokhondria dan respon imun pada
penyakit tidak menular
14.20 — 14.30 | Diskusi
Sesi 2 : 14.30 - 15.30
Moderator : dr. Ilmiawati, Ph.D
1 |14.30-14.40 |BIO366 | Sri Yusfinah Masfah | Hubungan antara Kadar Serum Ma-
Hanum lian target of Rapamycin Complex
1 dengan derajat Keparahan Akne
Vulgaris
2 |14.40-14.50 |BIO429 [Roni Eka Sahputra |[Pengaruh Sel Punca Mesenkimal
pada Scaffold Primo terhadap Kadar
MMP-8 yang Dilakukan Cervical
Laminoplasti
3 114.50.15.00 BIO430 [Retno A S Soemar- | Hubungan Kadar Epidermal Growth
woto Factor dengan Kadar Eosinofil pada
Pasien PPOK
4 [15.00-15.10 |BIO431 [Zulkarnain Refolding and Recovery of Recom-
binant Human Thyroid Stimulating
Hormone Receptor (hTSHR-169)
from Inclusion Bodies Expressed by
E.coli BL21(DE3)
5 |15.10-15.20 |BIO432 [Dovy Djanas Correlation between Cyclo-oxygen-
ase-2 and Progesterone Receptor-A/
Progesterone Receptor-B Ratio at
Preterm and Term Labor
15.20 - 15.30 | Diskusi

X1v
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Sabtu, 2 November 2019

30 Oktober - 2 November 2019

RUANG I
Sesi 1 : 13.30 - 14.20
Moderator : dr. Eka Novita, M.Biomed
No Waktu Kode Presentant Judul
1 [13.30-13.40 |[BIOI133 |Miftahul Zannah Pengaruh Polimorfisme Gen Resep-
tor vitamin D FOK1 dan Kadar Vi-
tamin D Plasma Darah Terhadap
Resiko Terjadinya Psoriasis
2 |13.40-13.50 BIO134 | Fitriyanti Hubungan Kadar Imunoglobulin-m
Anti Phenolic Glycolipid 1, dan
Matrix Metalloproteinase 9 dengan
Tingkat Keparahan Penyakit Kusta
3 [13.50-14.00 |BIO135 |Nanda Rachmad Periodontitis Associated With Lym-
Putra Gofur phocytes CD28- and IL-10 in Sys-
temic Lupus Erythematosus Pa-
tients
4 |114.00-14.10 |BIOI136 [ Atina Hussaana Efek fotoproteksi Ekstrak Kulit Buah
Naga Merah (Hylocereus Polyrhizus)
Topikal pada Kulit Mencit yang Di-
induksi Radiasi UVB Akut
14.10 — 14.20 | Diskusi
Sesi 2 : 14.30 — 15.30

Moderator : dr. Eka Novita, M.Biomed

1

14.30 — 14.40

BIO137

Jajang Sinardja

Hubungan Soluble Interleukin 6
Receptor dengan Penyakit Jantung
Koroner Usia Muda

14.40 — 14.50

BIO138

Dwi Yulia

Small Dense LDL As Predicted Kar-
diovascular Disease

14.50 - 15.00

BIO139

Al Hafiz

Penggunaan Biomaterial Amnion
pada Operasi Pembedahan dan Plas-
tik Rekonstruksi di Bidang THT-KL
. Serial Kasus

15.00-15.10

BIO140

Ade Asyari

Gambaran Helicobacter Pylori den-
gan menggunakan Rapid Urease Test
dan Giemsa Modifikasi pada pender-
ita Tonsilitis Kronis

15.10-15.20

BIO101

Dita Hasni

Identification of Gene Polymor-
phism GSTP1 In Chronic Obstruc-
tion Pulmonary Disease Patients
(COPD) In Padang, West Sumatera

15.20-15.30

Diskusi

XV



30 Oktober - 2 November 2019

Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop

dan Pengabdian Masyarakat, 2019

Moderator : dr. Rauza Sukmarita, Ph.D

RUANG II
Sesi 1 : 13.30 - 14.20
Moderator : dr. Rauza Sukmarita, Ph.D
No Kode Presentant Judul
1 |13.30-13.40 [BIO241 |Anandia Putriyuni [ Analisis Ekspresi Her-2/Neu Adeno-
karsinoma Prostat dengan Skor
Gleason Berdasarkan ISUP 2014/
WHO 2016
2 [13.40-13.50 BI0242 | Afdal Perbedaan Ekspresi Transforming
Growth Factor Beta-1, Interleukin-8
dan Interleukin-18 antara Jaringan
Hyperplasia Prostat dengan Kanker
Prostat
3 |13.50-14.00 |BIO243 |Nafisatuzzamrudah |Potensi Fraksi Ekstrak Etil Asetat
Streptomyces hygroscopicus Sebagai
Agen Antikanker Melalui Penurunan
Persentase Ekspresi DNA Nukleus
Cell Line Kanker Kolorektal
4 [14.00-14.10 |BIO244 | Anik Listiyana Pengaruh Pemberian Ekstrak FEleu-
therine palmifolia (L.) Merr. terha-
dap Kolon dan Hepar Mencit BAL-
B/c Model Colitis-Associated Colon
Cancer
14.10 - 14.20 | Diskusi
Sesi 2 : 14.30 — 15.20

1 |1430-14.40

B10245

Elvira Sari Dewi

Potensi Manipulasi In Vitro Sel
Natural Killer Menggunakan Platelet
Rich Plasma Autologus untuk Inova-
si Baru Terapi Lupus

2 [14.40-14.50

BI10246

Moch Hanas Arif

Laporan Kasus . Laki-Laki 51 Tahun
dengan Kaki Diabetik

3 |[14.50-15.00

B10247

Dani Rosdiana

1L-10 Gene Promoter Polymorphism
and Complications in A Type 2 Dia-
betes Mellitus Patient in Pekanbaru,
Indonesia. Case Report

4 [15.00-15.10

BI10248

Andi Muh. Maulana

Hiperurisemia Meningkatkan Ek-
spresi Gen Endothelin-1 (ET-1) pada
Jantung Mencit (Mus musculus)

15.10-15.20

Diskusi

XVvi




Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop
dan Pengabdian Masyarakat, 2019

30 Oktober - 2 November 2019

RUANG III

Sesi 1 : 13.30 - 14.20
Moderator : dr. Husna Yetti, Ph.D

No Kode

Presentant

Judul

1 |13.30-13.40 ([BIO349

Dina Fatmawati

Mekanisme Antidiabetik Kombinasi
Metformin dan Inulin dari Dioscorea
esculenta pada Tikus Model Diabetes
Tipe 11

2 | 13.40-13.50 BIO350

Elly Usman

Hubungan antara SNPGen SLC22A1,
Kadar Glukosa Darah Puasa, Umur,
BMI, dan Umur Diagnosis Diabetes
Pada Pasien Diabetes Mellitus Tipe
2 yang Mendapat Terapi Metformin

3 [13.50-14.00 |BIO351

Cimi IImiawati

Green coffee extract modulates
serum lipids and inflammation
marker in obese rats

4 [14.00-14.10 |BIO352

Eti Yerizel

HubunganGglycocylation of
Haemoglobin (HbAlc) dengan
Intracelluler Adhesive Molecules-1
(iICAM-1) pada Penderita DM Tipe2

14.10 - 14.20 | Diskusi

Sesi 2 : 14.30 —15.20
Moderator : dr. Husna Yetti, Ph.D

1 |1430-14.40 ([BIO353

Indah Permata Sari

Efek Latihan Fisik Terhadap Kadar
MDA dan Ekspresi Gen VEGF yang
Diinduksi dengan D-Galaktosa

2 [14.40-14.50 |BIO354

Delima Engga Ma-
retha

How High Intensity Interval Training
(HIIT) Accelerates Energi Metabo-
lism and Protein Contractil in Young
Adult Wistar Rat

3 |14.50-15.00 |BIO356

Afriwardi

Korelasi Antara Kadar Gula Darah
dengan Tekanan Darah pada Wanita
Etnik Minangkabau

4 |15.00-15.10 |BIO364

Helmi Rizal Helmi

Uji Fitokimia, Kapasitas Antioksi-
dan dan Pengaruh Pemberian
Ekstrak Daun Berenuk (Crescentia
cujete) terhadap Kadar MDA Otak
dan Darah Tikus Sprague-Dawley
yang Diinduksi Hipoksia Normobar-
ik Sistemik Kronis

15.10-15.20 | Diskusi

Xvii



30 Oktober - 2 November 2019

Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop

dan Pengabdian Masyarakat, 2019

RUANG IV

Sesi 1

: 13.30-14.30

Moderator : dr. Restu Susanti, Sp.S

No Waktu

Kode

Presentant

Judul

1 |13.30-13.40

BI10457

Lailan Nasution

Hipoksia dan Perbedaan Adaptasi
Mitokondria pada Adiposit
Kelompok Tikus Gemuk Dewasa
yang Berbeda Status Gizi pada Masa
Pertumbuhan

2 [13.40-13.50

BIO458

I Gusti Putu Suka
Aryana

Myokine Serum Sebagai Prediktor
Luaran Populasi Lanjut Usia di Desa
Pedawa, Buleleng, Bali

3 [13.50-14.00

BIO459

Pratiwi Kristianti

Analysis of Ageratum conyzoides L.
Leaves Extract Potency on Accel-
eration of Incision Wound Healing
Process of Male White Mice (Mus
musculus)

4 |[14.00-14.10

BI10460

Chodidjah

Efek Pemberian ekstrak n-Heksan
Terhadap Penghambatan Siklus Sel
Pada Sel T47D

5 |14.10-14.20

BI10467

Harnavi Harun

Potensi Dadiah Aie Dingin-Solok
Yang Mengandung Probiotik Un-
tuk Meningkatkan Keseimbangan
Mikroflora dan Absorpsi Usus Se-
bagai Anti-Aging Kidney pada Rattus
norvegius Galur Wistar

14.20 - 14.30

Diskusi

Sesi 2

: 14.30 - 15.20

Moderator : dr. Restu Susanti, Sp.S

1 |14.30-14.40

BIO461

Endang Purwaning-
sih

Konsentrasi TERT (Telomerase Re-
verse Transcriptase) pada Sel Leu-
kosit Penderita Hepatitis

2 [14.40-14.50

BIO462

Indri Windarti

Hubungan Ekspresi Akt dan mTOR
dengan Faktor Prognosis Klinis pada
Kanker Payudara Her-2 positif

3 |14.50.15.00

BIO463

Titiek Sumarawati

Efek pemberian ekstrak etil asetat
Curcuma zedoaria terhadap persen-
tase sel kanker payudara T47D yang
mengalami apoptosis

4 |15.00-15.10

BI10463

Dessy Arisanty

Pengaruh Transfeksi miRNA 10b
Terhadap Proliferasi Kanker Payuda-
ra secara in vitro

15.10-15.20

Diskusi

XViil




Prosiding Ilmiah Kongres, Temu IImiah KIBI, Workshop
dan Pengabdian Masyarakat, 2019

DAFTARISI

Sambutan Ketua Pelaksana Kegiatan

Sambutan Dekan Fakultas Kedokteran Unand
Organisasi Pendukung

Susunan Panitia Pelaksana Konas, Temilnas dan Pengabdian Masyarakat
Susunan Acara

Dewan Prosiding

Topik Seminar

Keynote Speaker

Topik Workshop

Susunan Acara Presentasi Oral Pada Parallel Session
Daftar Isi

Artikel Ilmiah

Analysis of Ageratum conyzoides L. Leaves Extract Potency on Acceleration of Incision Wound
Healing Process of Male White Mice (Mus musculus)

Pratiwi Kristianti, Mega Ayu Lestari, Amanah Amanah, Ariestya Indah Permata

Sari Edial Sanif, Tissa Octavira Permatasari

Correlation between Cyclo-oxygenase-2 and Progesterone Receptor-A/ Progesterone Receptor-B
Ratio at Preterm and Term Labor
Dovy Djanas, Eryati Darwin, Johannes C. Moose, Jamsari

Hubungan Jumlah Sel CD4 dengan Infeksi Cryptosporidium sp. (Diare/Non-diare) pada Penderita
HIV/AIDS di RS. Dr. M. Djamil Padang.
Sri Wahyuni Handayani, Nuzulia Irawati, Aziz Djamal.

Bagaimana HIIT (Latihan Interval Intensitas Tinggi) Mempercepat Metabolisme Energi dan Protein
Kontraktil pada Tikus Wistar Dewasa Muda

Delima Engga Maretha , Dewi Sukmawati , Sri Widia A Jusman , Ermita I.

Ibrahim Ilyas.

1L-10 Gene Promoter Polymorphism in a Diabetic Patient with Grave's disease in Pekanbaru,
Indonesia: Case Report
Dani Rosdiana, Rahmat Azhari Kemal, Mukhyarjon, Hendra Asputra

Hubungan Jumlah Sel CD4 dengan Infeksi Giardia Lamblia pada Penderita HIV/AIDS
di Sumatera Barat
Zahra Frizki Asty. Nuzulia Irawati, Netti Suharti

Analisis Interleukin 10 rs1143643 sebagai Polimorfisme Gen Sitokin dengan Sepsis Neonatorum
Mustarim dan Seruni Estari

Hubungan Jumlah Sel CD4 dan Riwayat Diare dengan Infeksi Cryptosporidium sp. pada Penderita
HIV/AIDS di Sumatera Barat
Goldha Faroliu, Nuzulia Irawati, Netti Suharti

Hubungan Kadar Imunoglobulin-M Anti Phenolic Glycolipid-1 dan Matrix Metalloproteinase 9
dengan Tingkat Keparahan Penyakit Kusta.
Fitriyanti, Yanwirasti, Jamsari dan Pamudji R.

Hubungan Antara Kadar Serum Mammalian Target of Rapamycin Complex- I dengan Derajat
Keparahan Akne Vulgaris
Sri Yusfinah Masfah Hanum, Ellyza Nasrul, Nelva Karmila Jusuf, Eti Yerizal

ii
iii
iv
vi
viii
viii
viii
viii
ix
XV

11

16

25

35

41

46

51

56

67

30 Oktober - 2 November 2019

XV



Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop

30 Oktober - 2 November 2019 dan Pengabdian Masyarakat, 2019

The Effects of Combination of Simvastatin and Purple Sweet Potato Extract Capsules on Blood Lipid
Profile and Oxidative Stress in Dyslipidemic Patients
I Made Jawi, I W.P Sutirta-Yasa

Pengaruh Sel Punca Mesenkimal pada Scaffold Primo terhadap Kadar MMP-8 yang dilakukan
Laminoplasti.
Roni Eka Sahputra

Hubungan Kadar epidermal Growth Factor dengan Kadar Neutrofil dan Eosinofil pada Pasien PPOK
Retno A S Soemarwoto, Jamsari, Yanwirasti, Andika Chandra Putra, Syazili Mustofa

Identification of Gene Polymorphism GSTP1 In Chronic Obstruction Pulmonary Disease Patients
(COPD) In Padang, West Sumatera
Dita Hasni dan Nilas Warlem

Efektifitas Gentamisin- Bone Cement Polymethyl Methacrylate (PMMA) terhadap Staphylococcus
aureus secara In Vitro
Rizki Rahmadian , Fajar Satria Pratama

Asam Eikosapentanoat Meningkatkan Protein Anti-Apoptosis pada Tikus Model Non-alcoholic
Steatohepatitis
Husna Yetti, Tamie Nakajima

Persentasi Blastocystis hominis pada Anak Usia Sekolah dan Kelompok Dewasa di Dua Lingkungan
Berbeda
Ndaru Andri Damayanti, Ananda Umica Ressapati, Bella Bonita

Perbedaan Ekspresi Transforming Growth Factor Beta-1, Interleukin-8 dan Interleukin-18 antara jaringan

Hyperplasia Prostat dengan Kanker Prostat
Afdal

Peningkatan Performan : Optimalisasi Proses di Mitokondria Dengan Latihan Fisik
Afriwardi

Mitokhondria dan Respon Imun pada Penyakit Tidak menular
Eryati Darwin

Hiperurisemia Meningkatkan Ekspresi Gen Endothelin-1 (ET-1) pada Jantung Mencit
(Mus musculus)
Andi Muh. Maulana, Nur Arfian, Muhammad Mansyur Romi

Analisis Ekspresi Her-2/Neu Adenokarsinoma Prostat dengan Skor Gleason Berdasarkan ISUP 2014/
WHO 2016
Anandia Putriyuni, RZ Nizar

Hubungan Glycocylation of Haemoglobin (HbAlc) dengan intracelluler adhesive molecules-1
(ICAM-1) pada Penderita DM Tipe 2
Eti Yerizel, Asman Manaf

Concentration of TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) in Hepatitis Leukocyte Cells
Endang Purwaningsih, Tripanjiasih Susmiarsih, Yenni Zulhamidah, Achmad Sofwan

Hubungan Ekspresi Akt dan mTOR dengan Faktor Prognosis Klinis pada Kanker Payudara
Her-2 positif

Indri Windarti, Wirsma Arif Harahap, Primariadewi Rustamadji, Eti Yerizel, Alimuddin Tofrizal

xvi

78

84

91

97

103

109

116

121

137

147

153

158

163

168

171



Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop

dan Pengabdian Masyarakat, 2019 30 Oktober - 2 November 2019

Kode Makalah : EngBio 001

Analysis of Ageratum conyzoides L. Leaves Extract Potency on Acceleration
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ABSTRACT

Background: Wound healing is a complex process consists of three phases; inflammation, proliferation or
granulation, and tissue remodeling. Wound treatment using traditional medicine has been known widely in
various countries in the world. Ageratum conyzoides L. leaf containing flavonoid, tannin and saponin, is
widely popular as traditional plant used to treat wound due to its anti-inflammatory effect.

Aim: To analysis potential effect of Ageratum conyzoides L. leaves extract on acceleration of
wound healing process; fibroblast density, re-epithelialization thickness, and healing speed, of
incision wound of male white mice (Mus musculus).

Methods: This post-test only control group design experimental study used 35 male white mice
strain Swiss Webster (Mus musculus) which were randomly divided into five groups, i.e. negative
control group K(-), positive control group K(+) (10% povidone iodine), and treatment group P1,
P2, and P3 that were each given billy-goat weed leaf with increasing dose (15%, 30%, and 45%
respectively). On each day, the length of the incision was measured by a ruler. After 7 days, the
mice were terminated, the wound area was cut to measure re-epithelialization thickness and to
prepare H&E stained histopathological sections to observe fibroblast density. Non-parametric
analyses using Kruskall-Wallis and Mann Whitney test were used to compare the wound length
Day 7, re-epithelialization thickness, and fibroblasts density.

Results: Lengths of incision wound between all pairs of groups at the 7" day are significantly
different (p < 0.05, CI 95%) with group P3 showed the shortest one. Group P2 and P3 have thicker
re-epithelialization compared to K(-), K(+), and P1 (p < 0.05, CI 95%). Significant differences
were also observed in fibroblasts density between group K(-) and K(+), K(-) and P1, K(-) and P2,
K(-) and P3, K(+) and P3, P1 and P3, P2 and P3 (p < 0.05, CI 95%) with group P3 showed the
highest density among all groups.

Conclusion: Ageratum conyzoides L. leaves extract 45% is the most effective in accelerating
healing process.

Keywords: Ageratum conyzoides L., incision wound, fibroblasts density, re-epithelialization-
thickness, healing process
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ITRODUCTION

Wound is the loss of tissue continuity which can be caused by either sharp or dull trauma,
temperature changes, chemical substances, explosion, electric shock, or animal bite.!> The body
will response to this tissue damage by both cellular and vascular in order to repair the loss. Wound
healing process can be divided into 4 phases which are inflammation, hemostasis, proliferation or
granulation, and remodeling phase.! The target of biological process of the body in compensating
wound is the components that act in wound healing phases. Fibroplasia is an important phase in
wound healing process involving connective tissue repair which has four components: formation
of new blood vessels, migration and proliferation of fibroblasts, deposition of extracellular matrix
(ECM), and maturation as well as fibrous tissues organization (remodeling).?*

Wound healing is a body normal response yet there are medicaments which can be used to
accelerate its process such as normal saline and povidone iodine.'* However, povidone-iodine can
affect negatively on the healing process. Povidine-iodine can be a toxic on the undamaged cell; it
can damage the granulation tissue which then retards the wound healing process. Because there are
several negative sides of using this method, other alternative substances and method of treatments
are needed in order to maximize the result of the treatment.*

Ancient Indonesians often use traditional herbs to treat a wound. One of those used is Ageratum
conyzoides L. (billygoat-weed, chickweed, white weed) leaves.’ It contains flavonoid, tannin, and
saponin which are believed can stop bleeding and accelerate healing process.®” Study by Afrianti R
et al. revealed that Ageratum conyzoides L. leaves extract could improve healing percentage and the
density of collagen fibers of hyperglycemic wound.®

This research was conducted to analyze the potential activity of Ageratum conyzoides L. leaves
extract on incision wound healing process of white male mice (Mus musculus) in term of fibroblast
density, re-epithelialization thickness, as well as wound length and the effective dose.

MATERIALS AND METHODS

This was an experimental study with post-test only control group design using male white
mice (Mus musculus) as research subjects. The study was conducted in the Food and Nutrition PAU
Laboratory and Pathology Anatomy Laboratory of Universitas Gadjah Mada. Thirty-five male white
mice (Mus musculus) of 20-40 grams of weight and 8 weeks of age were randomly divided into 5
groups, i.e 2 control groups and 3 treatment groups. At first, all the mice were wounded by 2 cms
length incision at the back of the mice which previously administered with 1 cc of ketamin anesthe-
sia intraperitoneally. Control groups consist of negative control group K(-) which was without any
treatment and positive control group K(+) treated with 10% povidone iodine topically. Meanwhile
the 3 treatment groups consist of group P1 which was administered by 15% Ageratum conyzoides
L. leaves extract topically, group P2 with 30% of the extract, and group P3 with 45% of the extract.
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The treatment was done for 7 days (twice a day), and on each day, the length of incision
wound was measured by a ruler and the healing process was analyzed visually. At the 7" day, all
mice were terminated by cervical dislocation. The wound area was excised and fixated by formalin
10%. Hematoxilin and Eosin (H&E) stained sections were prepared for all mice groups according
to the laboratory protocols. Histologic analysis was performed by using binocular light microscope
Olympus CX23 with ocular lens 100x and 400x. Fibroblasts were counted in 5 viewing fields for
each section slide of each group. The histopathology blood smear was observed by using binocular
ray microscope with the objective enlargement as much as 40x and 400x. The epithelia thickness
was measured by using ocular micrometer for each blood smear observed in five viewing fields.
Data were analyzed by using Kruskal-Wallis Test continued by post hoc Mann-Whitney test.

RESULTS
Macroscopic Incision Length Analysis

All incision wounds were measured each day for 7 days and the lengths of incision at the 7 day
from all groups were compared. Table 1 shows length comparison from each day of all groups.

Table 1. Incision Length Measured Each Day

Incision Length of Mouse (cm) Mean

1 2 3 4 5 6 7  Length (cm)
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00

Group Day

K(-) 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
1,98 2,00 2,00 2,00 1,99 2,00 2,00 1,995
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
K 1,98 1,94 1,97 1,99 1,98 1,98 1,98 1,947

1,83 1,80 1,77 1,79 1,82 1,80 1,81 1,802
143 1,38 1,40 1,37 1,33 1,37 135 1,376
1,09 1,12 1,03 0,99 1,09 1,03 098 1,047
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00
1,98 1,98 1,99 1,94 1,97 1,90 1,98 1,963

Povidone Iodine

P1

(15% of extract)

1,87 1,90 1,90 - 190 1,90 1588 1,892
1,80 1,83 1,87 - 1,84 1,86 1,82 1837

2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 200 200 200

- 2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 200 200 200

1,88 190 1,84 1,82 1,87 190 187 1,868

(30% of extract) 1,58 1,62 1,76 1,70 1,75 - 180 1,702
1,58 1,62 1,76 1,70 1,75 - 1,80 1,702

2,00 2,00 2,00 2,00 2,00 200 200 200

- 1,90 194 1,92 1,95 193 1,92 195 1,930

1,77 1,79 1,80 1,81 1,81 1,79 1,80 1,795
138 1,40 137 1,35 1,30 1,34 1,30 1,348
098 1,00 0,95 0,92 0,89 0,90 0,90 0,934

(45% of extract)
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From the incision length observation on each day, it has been revealed that group K(+), P1, P2,
and P3 showed a remarkable healing process compared to group K(-). At the 7" day, wound length
in mice group P3 was the shortest among all groups (Fig. 1.).
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Figure 1. Macroscopic observation on incision wound. A. Graph showing length shorten of
incision wound measured day by day using a ruler. Group P3 showed the fastest shorten of incision
length among all groups, followed by group K(+). B. Incision wound of all groups taken after 7
days of treatment. Incision length in group P3 and K(+) reduced almost half of the initial length
which can be seen from group K(-). K(-) is negative control group, K(+) is positive control group
treated by povidone iodine topically, P1 was treated by treatment group 1 with 15% Ageratum
conyzoides L. leaves extract topically, P2 treated with 30% of the extract, and P3 treated with 45%
of the extract.

Mean length of incision wound at the 7" day of all mice group were compared by using
non-parametric Kruskall-Wallis analysis. With Confidence Interval (CI) 95%, p value = 0.000 has
shown that there are at least 2 groups which have significant difference in the length of incision
on day 7. Thus, post-hoc Mann-Whitney test was performed to see which pair groups have the
significant difference (Table 2). The statistic analysis has shown that the lengths of incision wound
between all pairs of groups at the 7" day are significantly different.

Table 2. Mann Whitney test of 7" day incision length

K (-) K (+) Pl P2 P3
K (-) #
K (+) 0,001* #
Pl 0,001* 0,001°* #
P2 0,001°* 0,001°* 0,002* #
P3 0,001 0,002 0,001 0,001 #

* shows significant difference (p < 0.05)
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Microscopic Analysis: Re-epithelialization Thickness and Fibroblasts Density

This study revealed that Ageratum conyzoides L. leaves extract increased re-epitheliali-
zation process. Fig. 2 showed a histogram of mean of re-epithelialization thickness. Group K(-)
showed the thinnest (19 um) epithelia among all groups and P3 was the thickest (42,2429 um) (p
<0.05, CI195%).

Mean of Re-epithelialization Thickness
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Figure 2. Mean of Re-epithelialization Thickness.

Graphic showing the mean of re-epithelialization. Kruskall-Wallis test continued by post
hoc Mann Whitney test was used to compare fibroblasts density of all groups. *shows significant
difference (p < 0.05) between two groups indicated by the top brackets. K(-) is negative control
group, K(+) is positive control group treated by povidone iodine topically, P1 was treated by
treatment group 1 with 15% Ageratum conyzoides L. leaves extract topically, P2 treated with 30%
of the extract, and P3 treated with 45% of the extract.

Besides, microscopic analysis was done as well by counting fibroblasts density in 5 view-
ing fields of each H&E stained sections prepared from all groups (Fig. 3.). The fibroblasts ob-
served in all groups were counted and compared by using statistical analysis.
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Figure 3. Analysis of Fibroblasts Density.

A. H&E staining of microscopic images of
fibroblast density in Day-7 observation with
100x and 400x magnification. Arrows indicate
fibroblasts. B. Graphic showing the mean of
fibroblasts density of all groups. Group K(-)
showed the fewest fibroblast density among all
groups and P3 was the highest. Kruskall-Wal-
lis test continued by post hoc Mann Whitney
test was used to compare fibroblasts density of
all groups. *shows significant difference (p <
0.05) between two groups indicated by the top
brackets.

K(-) is negative control group, K(+) is posi-
tive control group treated by povidone iodine
topically, P1 was treated by treatment group 1
with 15% Ageratum conyzoides L. leaves ex-
tract topically, P2 treated with 30% of the ex-
tract, and P3 treated with 45% of the extract.

Non-parametric statistical analysis (Kruskall-Wallis test) was used to see whether there is sig-
nificant different in fibroblasts density among five groups. With Confidence Interval (CI) 95%,
p value = 0.000 has shown that there are at least 2 groups which have significant difference in
fibroblasts density. Thus, post-hoc Mann-Whitney test was performed to see which pair groups
have the significant difference. Mann-Whitney analysis of fibroblast density has shown that there
is significant difference in fibroblasts density between group K(-) and K(+), K(-) and P1, K(-) and
P2, K(-) and P3, K(+) and P3, P1 and P3, P2 and P3 (p value < 0.05, CI 95%).
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DISCUSSION

Ageratum conyzoides L. Application on Incision Wound of Male White Mice (Mus musculus)
Accelerate Healing Process.

This study showed that wound healing acceleration in group with povidone iodine and
15%, 30%, and 45% billy-goat weed leaves extract showed significant differences compared to
negative control group. It was also observed that the accelerating effect increases in concert with
the given concentration of the extract. Wound healing duration difference was more significant
in 45% billy-goat weed group compared to those that were given 15% and 30% billy-goat weed
leaves extract. Billy-goat weed leaf extract with 45% dose had better effect from positive control
group of povidone iodine 10% as positive control. This means that the length of incision wound in
group P3 showed the fastest healing process compared to all other groups. Billy-goat weed leaves
extract contains alkaloid, flavonoid, saponin, p-hydroquinone, terpenoid, steroid, beta-sitosterol,
saponin, tannin, and coumarin, which were effective in affecting wound healing duration by in-
creasing cell proliferation, collagen synthesis, and epithelialization in wounds.>'° This study is in
concordance with other previous study by Agyare et al. which revealed that Ageratum conyzoides
L. leaves extract healed wound faster than other plant extracts.

Ageratum conyzoides L. Increases Re-epithelialization Thickness and Fibroblasts Density of
Incision Wound of Male White Mice (Mus musculus)

Microscopically, potential effect of Ageratum conyzoides L. leaves extract in enhancing
the healing process can be observed from re-epithelialization thickness and also thefibroblasts
density of the wound. It was shown that mice group treated by Ageratum conyzoides L. leaves
extract 30% and 45% could increase the thickness of re-epithelialization more than those treated
by povidone iodine 10% as positive control. Besides, this study also revealed that mean fibroblast
density in (-) control group was lower compared to povidone iodine (+) control group with mean
difference of 3.80 cells. Even though povidone iodine can increase fibroblast density, previous
study conducted by Bigliardi showed that excessive use of povidone iodine can increase allergic
reaction and, in the study conducted by Nurdiantini, povidone iodine is irritative and toxic if they
went through blood vessels, and excessive use can inhibit wound granulation.'>!* Mean fibroblast
density of (-) control group was lower compared to treatment group P1, P2, and P3.

The result of this study is in concordance with previous study conducted by Anggraeni
R which showed that the administration of billy-goat weed (Ageratum conyzoides L.) with 2%
and 4% concentration on Day 3 showed that billy-goat weed leaf gel extract significantly affect
the increased number of fibroblasts post-extraction in wistar rats.'* Kaur R and Dogra NK stated
that billy-goat weed leaves extract contained alkaloid, flavonoid, saponin, p-hydroquinone, ter-
penoid, steroid, beta-sitosterol, saponin, tannin, and coumarin, which were effective in affecting
wound healing duration by increasing cell proliferation, collagen synthesis, and epithelialization
in wounds.”!'° Flavonoid can prevent or prolong the onset of cell death, especially fibroblast, in
line with vascularization increase in wound, thus reducing lipid peroxidation. When fibroblast
is protected, then it can migrate to wound area, thus increasing fibroblast density.'* Saponin can
increase monocytes proliferation, therefore it can increase the number of macrophages. Mac-
rophages will secrete growth factors such as platelet derived growth factor (PDGF), fibroblast
growth factor (FGF), transforming growth factor (TGF-) which can attract more fibroblasts to
wound area, thus increasing fibroblast density.'® The same goes for billy-goat weed leaves extract
that contains tannin, saponin, and flavonoid which can increase fibroblast density.
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The role of fibroblast in this study is undergoing repairing phase, in which fibroblast is
responsible in the preparation of protein structure product which will be used during tissue re-
construction process. Fibroblast in normal state, as in this study, will perform fibroblast division
which is rarely seen. However, during cell wound, fibroblast is more active in producing extra-
cellular matrices. Fibroblast proliferation in wound healing process will naturally stimulated by
interleukin-Ib (IL-Ib), platelet derived growth factor (PDGF), and fibroblast growth factor (FGF).
Furthermore, Kanzaki et al. revealed that fibroblast migration in wound area is stimulated by
transforming growth factor (TGF), which is growth factor produced by granulation tissues formed
during inflammatory process.!” Wound healing process in this study was highly affected by the
role of fibroblast migration and proliferation in wound area. Besides fibroblast, there were also
collagens which served more specifically in producing connective tissue matrix and with the re-
lease of substrates by fibroblast, it gives sign that macrophages, new blood vessels and fibroblasts

in unity can enter wound area.'”""

This study did not use single active ingredient, therefore other active ingredients contained
in billy-goat weed (Ageratum conyzoides L.) leaves extract can affect the results of this study.
There was no test on active ingredients, thus the amount of active ingredients that give favorable
effect was not known. Toxicity level in billy-goat weed (Ageratum conyzoides L.) leaves extract
was also not analyzed. It is recommended to analysis which active compounds favor the healing
process for further analysis.

CONCLUSION

Ageratum conyzoides L. leaves extract 45% is the most effective in accelerating the healing
process compared to povidone iodine. The extract enhances the re-epithelialization and fibro-
blasts density microscopically and accelerates wound closure macroscopically which was ob-
served from the wound length.
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ABSTRACT

Backgrounds: Preterm labor is one of the important problems in obstetrics. This study aimed to
associate correlation between cyclo-oxygenase and progesterone receptor-A/progesterone recep-
tor-B ratio (PRA/PRB ratio) at preterm and term labor.

Methods: This study using cross sectional comparative study design, in Obstetrics and Gynecol-
ogy Departement of Dr. M. Djamil General Hospital Padang in May-July 2017. Population in this
study were all patients who had preterm labor or gestational age between 28 (+0 days) and 36
(+6 days) weeks gestation, and controls were women who had term labor (>37 weeks) with total
38 sample in two groups. Sampling technique using consecutive sampling which use ELISA for
COX-2 and realtime PCR tested for PRA/PRB ratio analyze in biomedical laboratory. Normality
test using Shapiro-Wilk, bivariate analysis using independent t-test, and multivariate analysis
using regression binary logistic.

Results: The mean COX-2 level in preterm labor 11.0243.33 ng/ml, and 8.77+1.36 ng/dl at term
labor (p<0.05), mean PRA/PRB ratio 10 and 7.58 for preterm and term labor (p>0.05). Dominant
factor for preterm labor is COX-2 (OR 1.1).

Conclusion: There were significant difference in mean COX-2 levels with preterm and term
labor. COX-2 is dominant factor for preterm labor.

Keywords: Preterm labor, cyclo-oxygenase-2; progesterone receptor
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ABSTRAK

Latar belakang: Persalinan preterm merupakan salah satu masalah penting dibidang obstetri. Penelitian
ini bertujuan untuk menilai korelasi antara cyclo-oxygenase dan rasio progesteron reseptor-A/progester-
on reseptor-B (rasio PRA/PRB) pada persalinan preterm dan aterm.

Metode: Penelitian ini menggunakan desain cross sectional study, di Departemen Obstetri dan Gine-
kologi RSUP Dr. M. Djamil Padang pada bulan Mei-Juli 2017. Populasi penelitian ini adalah semua
pasien dengan persalinan preterm atau usia kehamilan antara 28 (+0 hari) hingga 36 (+6 hari) minggu,
dan kontrol adalah pasien dengan usia persalinan aterm (>37 minggu) dengan total 38 sampel untuk
kedua kelompok. Teknik pengambilan sampel menggunakan consecutive sampling yang menggunakan
analisis ELISA untuk COX-2 dan PCR realtime untuk rasio PRA/PRB yang dilakukan di laboratorium
biomedik. Normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk, analisis bivariat menggunakan independent t-test,
dan analisis multivariat menggunakan regresi logistik biner.

Hasil: Nilai rata-rata COX-2 pada persalinan preterm 11,02+3,33 ng/ml, dan 8,77+1,36 ng/dl pada per-
salinan aterm (p<0,05), rerata rasio PRA/PRB 10 dan 7,58 untuk persalinan preterm dan aterm (p>0,05).
Faktor dominan untuk persalinan preterm adalah COX-2 (OR 1,1).

Kesimpulan: Terdapat perbedaan signifikan nilai rata-rata COX-2 antara persalinan preterm dan aterm.
COX-2 merupakan faktor dominan untuk persalinan preterm.

Kata kunci: Persalinan preterm, cyclo-oxygenase-2; reseptor progesteron

Introduction

One of the important problems in obstetrics is preterm labor. World Health Organization (WHO) data
every year 15 million babies born preterm and 1.1 million preterm newborns died due to complications'.
According to data 41% of preterm births are responsible for neonatal death. The incidence of preterm
has to do with the subclinical inflammatory response of the maternal or fetal tissues®. The most common
cause of spontaneous preterm labor is a bacterial infection. Invasion of the choriodesidua bacteria through
the release of endotoxin and fetal activating exotoxins results in a number of cytokines, including Tumor
Necrocis Factor Alpha (TNF-a), Interleukin (IL)-1a, IL-1pB, IL-6, IL-8, granulocyte colony stimulant
factors. TNF-o will bind TNFa cell membrane receptors which will then stimulate Nuclear Factor Kappa
Beta (NF-kB) activity. NF-kB is a transcription factor of the inflammatory cytokine regulatory factor’*.

Infection or inflammation that occurs in pregnancy will activate a pathway of proinflammatory
cytokines, one of which is IL-6. IL-6 has a major role in hematopoiesis, immune, and acute infection.
In the intrauterine acute infection process, the fetus will produce IL-6. Activation of proinflammatory
cytokines can stimulate myometrial contractions that can increase Cyclo-oxygenase-2 (COX-2) levels,
which in turn will increase prostaglandin levels. The inherited myometrium contains many lymphocyte
infiltrations which can induce PGF2a and other inflammatory cytokines to the threshold that can lead
to functional progesterone discharge and initiate labor cascade, in this condition will cause a change in
progesterone receptor A (PRA) and progesterone receptore B (PRB) that will stimulate prostaglandin
increase, in this process will trigger an increase in matrix metalloproteinase that degrades the membrane
and also causes cervical dilatation, resulting in preterm labor**.
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Materials and methods
Study design and research sample

The research using cross sectional comparative study design, in the Obstetrics and Gynecology
Departement Hospital Network and Dr. M. Djamil General Hospital Padang in May-July 2017. The
population in this study were all patients who had preterm labor or gestational age between 28 (+ 0
days) week and 36 (+ 6 days) weeks gestation. The controls were women who had normal labor (>37
weeks) with a sample of 38 people in two groups. Sampling technique with consecutive sampling.

Research procedure

Examination of COX-2 level by ELISA method and Progesterone Receptor-A/Progesterone Re-
ceptor-B ratio (PRA/PRB ratio) with realtime PCR tested in the Biomedical laboratory of Faculty
of Medicine Unand.

Data analysis

Normality data test with Shapiro-Wilk test and bivariate analysis with independent t-test and
multivariate analysis with regression binary logistic. Data analysis with STATA program.

Results

The results of the study were to see the mean difference of COX-2 and progesterone recep-
tor A and progesterone receptor B (PRA / PRB) ratio with preterm and term using independent
sample t test. The mean COX-2 was higher at preterm labor 11.02+3.33 ng/ ml compared to term
labor 8.7741.36 ng/ml, statistic test result p value = 0.012 (p value <0.05 ) then there is significant
mean difference COX-2 levels between preterm labor and term birth (Table 1).

Table 1. Mean Difference of COX-2 between Preterm and Term Labor

Group
Variabl Preterm Labor Term Labor
ariable (Mean = SD)
(Mean £+ SD)
p value
COX-2 (ng/ml) 11,02 £ 3,33 8,77+ 1,36 0,012

The progesterone receptor-A/progesterone receptor-B ratio at preterm labor 10.00 higher than term
labor 7.58. However, in the statistical test results p = 0,526 (p value> 0,05) there is no mean difference
between progesterone receptor-A/progesterone receptor-B ratio at preterm and term labor (Table 2).

Table 2. Mean Difference of Progesterone Receptor-A/Progesterone Receptor-B (PRA/PRB)
Ratio between Preterm and Term Labor

Group
Variable Preterm Labor Term Labor p value
(Mean) (Mean)
PRA/PRB 10,00 7,58 0,526

ratio

12
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Mean COX-2 level and PRA/PRB ratio higher in preterm labor than term labor (Figure 1).
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Figure 1. The Mean COX-2 Level and PRA/ PRB in Preterm and Term Labor

Multivariate analysis using regression binary logistic test was known that the dominant
factor with preterm labor is COX-2 with OR 1.1 (Table 3).

Table 3. Multivariate Analysis Factors Associated for Preterm Labor

Variable B Exp (B) p value 95% CI
NF-&B level (ng/ml) 0,162 0.851 0,410 0,579-1,250
COX-2 level (ng/ml) 0,356 1,100 0,047 1,493-2,995

Discussion

The result of the research showed that COX-2 level was higher at preterm labor than term labor.
COX-2 levels in preterm labor were 16.13+4.71 ng/ml higher than term labor 10,1145.69 ng/ml.
There is a difference in COX-2 levels in preterm and term labor. The mean COX-2 in preterm labor
was 88.75% compared with 46% in normal labor. This is consistent with that obtained from this
study, that there is a mean difference COX-2 between preterm labor and term labor with significant
differences in statistical tests, where the COX-2 level was higher in preterm labor’.

Progesterone in a low term pregnancy will stimulate the formation of cortisol. Increased
cortisol will increase the production of protein A surfactants and phospholipids. As proinflammatory
cytokines it will be able to stimulate myometrium contractions through increased TNF-a synthesis
which will then increase COX-2 levels. COX-2 converts arachidonic acid into prostaglandin, and
subsequent labor initiation occurs through uterine contractions, cervical dilatation and rupture of the
membranes®. Cortisol can also increase the state of fetal stress and oxidative stress, which in turn can
increase COX-2 levels, which in turn will increase prostaglandin levels resulting in labor.

From the result of research known that the progesterone receptor-A/ progesterone receptor-B
ratio at preterm labor higher than term labor, but there is no significant mean difference between
progesterone receptor-A/ progesterone receptor-B ratio at preterm labor and term labor.
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Progesterone receptor (PR) is a protein that acts as a transcription factor when binding to proges-
terone. Two PR isoforms are expressed in the human myometrium and PRA is a more dominant tran-
srepressor than PRB in myometrial cells. Increased PRA/ PRB ratios have been implicated in functional
progesterone discharge, in which the PRA/PRB protein ratio increases in myometrium after delivery’.

The highest PRA/PRB ratio in the preterm labor group (2.10+0.32) (p<0.05), followed by
the term labor group (1.40+0,51) (p<0,05). These results suggest that the PRA/PRB ratio plays an
important role in the mechanisms that regulate preterm and term labor. This is not in accordance
with the results of the researchers, where there is no significant mean difference between PRA/
PRB in preterm and term labor'’.

There were differences in the results of the hypothesis conclusions obtained by the re-
searchers compared with the previous researchers, however, there was a difference in the PRA/
PRB ratio which was higher in the preterm labor group than term labor, but statistically the re-
searchers found no significant mean difference. Some of the things that can lead to differences
in the results of this study are the previous studies using experimental study design while the
researchers used cross-sectional comparative study design'®'?. The research design plays an im-
portant role in answering the research question, when viewed the PRA/PRB ratio has the ability
to answer the better hypothesis by using experimental design, because with the progesterone
exposure intervention given, the researcher can follow up and see the effect on PRA/PRB ratio,
this is certainly different from the research design when using cross sectional comparative study,
which can only measure the PRA/PRB ratio one time.

Conclussion

There were significant difference in mean COX-2 levels with preterm and term labor. COX-2 is
dominant factor for preterm labor.
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ABSTRAK

Cryptosporidium adalah protozoa parasit intraseluler obligat yang menyerang epitel saluran
pencernaan dengan gejala klinis diare. Infeksi protozoa ini merupakan infeksi oportunistik
gastrointestinal yang paling penting pada penderita HIV/AIDS yang menyebabkan diare kronis 4
bulan/lebih bahkan menahun, menurunkan kualitas hidup dan mempersingkat kehidupan pasien
AIDS karena dehidrasi dan malnutrisi sehingga dapat meningkatkan mortalitas dan morbiditas
penderita HIV/AIDS. Prevalensinya di negara berkembang dua kali lipat dibandingkan di negara
maju, terutama pada penderita dengan jumlah sel CD4 yang rendah. Penelitian baru-baru ini
menemukan bahwa Cryptosporidium sp. terdapat pada penderita HIV/AIDS dengan diare
maupun non-diare. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui hubungan jumlah sel CD4 dengan
infeksi Cryptosporidium sp. (diare/non-diare) pada penderita HIV/AIDS di RS. Dr. M. Djamil
Padang. Penelitian observasional dengan desain cross sectional dilakukan pada 42 sampel
feses penderita HIV/AIDS dengan jumlah sel CD4 < 200 sel/ul dari bulan April-Juni 2017.
Pemeriksaan Cryptosporidium sp. dilakukan dengan pewarnaan Ziehl Neelsen di Laboratorium
Parasitologi dan ELISA di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Andalas,
jumlah sel CD4 didapatkan dari rekam medis dan analisa data menggunakan uji Chi Square.
Hasil penelitian, tidak terdapat hubungan signifikan antara jumlah sel CD4 dengan infeksi
Cryptosporidium sp. dengan pewarnaan Ziehl Neelsen (p>0,05), nilai p=0,137 dan tidak terdapat
hubungan signifikan antara jumlah sel CD4 dengan infeksi Cryptosporidium sp. dengan ELISA
(»>0,05), nilai p=0,243. Namun secara angka ada kecenderungan semakin rendah jumlah sel CD4
semakin tinggi infeksi Cryptosporidium sp. Kesimpulan, secara statistik tidak terdapat hubungan
signifikan, namun secara angka ada kecenderungan semakin rendah jumlah sel CD4 semakin
tinggi infeksi Cryptosporidium sp. baik diare maupun non-diare.

Kata kunci : Cryptosporidium, HIV/AIDS, sel T CD4, infeksi oportunistik gastrointestinal.

ABSTRACT

Cryptosporidium is a protozoan obligate intracellular parasite which attacks the epithelium of
digestive tract with clinical symptoms of diarrhea. This protozoal infection is the most important
gastrointestinal opportunistic infection in people with HIV / AIDS and caused chronic diarrhea
for 4 months or more, decreases quality of life and shortens the lifespan of AIDS patients due to
dehydration and malnutrition so as to increase the mortality and morbidity of HIV / AIDS pa-
tients. Prevalence in developing countries doubled compared in developed countries, especially in
patients with low CD4 cell count. Recent research has found that Cryptosporidium sp. is present
on HIV / AIDS patient with diarrhea and non diarrhea. The purpose of this study was to know
the association between the CD4 cells count with Cryptosporidium sp. infection on HIV/AIDS
patients at Dr. M. Djamil Hospital Padang. This was an observational study with cross sectional
design on 42 samples of HIV/AIDS fecal patients with CD4 cell count <200 cells / ul from April
to June 2017. The Cryptosporidium sp. was examined by oocyst detection with Ziehl Neelsen
staining in the Laboratory of Parasitology and antigens detection by ELISA in the Laboratory of
Microbiology, Faculty of Medicine Andalas University, CD4 cells count obtained from medical
record and data analysis were using Chi Square test. Results of the study, there was no significant
relationship between CD4 cell count and Cryptosporidium sp. infection on Ziehl Neelsen stain
(p> 0,05) with the p value = 0,137 and there were no significant correlation between CD4 cell
count and Cryptosporidium sp. infection on ELISA examination (p> 0,05) with the p value =
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0,243. But there were a trend that the lower CD4 cells count with the higher Cryptosporidium sp.
infection. Conclusion, there is no statistically significant relationship, but is the lower CD4 cells
count the higher the risk of Cryptosporidium sp. infection both diarrhea and non-diarrhea.4

Keywords: Cryptosporidium, HIV/AIDS, CD4 T cells, gastrointestinal opportunistic infections.
Affiliasi penulis :

Korespondensi : Sri Wahyuni Handayani
email: yunibiomedik@gmail.com, Telp: 081363459859

PENDAHULUAN

Penderita HIV/AIDS meningkat setiap tahunnya dengan mortalitas dan morbiditas yang
tinggi. Sel Limfosit T CD4 merupakan sel target infeksi HIV, dimana penurunan jumlah dan fung-
si sel T CD4 akibat efek sitopatik infeksi HIV mengakibatkan kegagalan fungsi imun spesifik dan
non spesifik dan kerentanan terhadap berbagai infeksi.

Infeksi Cryptosporidium sp. dilaporkan sebagai infeksi oportunistik gastrointestinal yang paling
penting pada penderita HIV/AIDS. Menyebabkan diare kronis 4 bulan/lebih bahkan menahun,
sehingga dapat meningkatkan mortalitas dan morbiditas penderita HIV/AIDS terutama penderita
dengan jumlah sel CD4 yang rendah < 200 sel/pl."*?

Cryptosporidium sp. adalah protozoa parasit intraseluler obligat yang menyerang epitel saluran pencer-
naan. Menyelesaikan siklus hidup dalam satu host secara aseksual dan seksual. Menghasilkan dua mor-
fologi ookista, yaitu berdinding tipis (autoinfeksi) dan berdinding tebal (feses). Ookista berukuran 4-6
um, hidup di dalam sel, tapi di luar sitoplasma yang berkontribusi pada resistensi terhadap pengobatan.*

Cryptosporidiosis ditularkan melalui jalur fecal-oral dengan menelan air/makanan yang ter-
kontaminasi atau melalui hubungan langsung manusia-manusia (antroponotik) atau kontak he-
wan-manusia (zoonosis). Dosis menular tergantung pada strain yang menginfeksi, dengan 10
ookista sudah cukup untuk menyebabkan infeksi.> Cryptosporidiosis sebagian besar merupakan
infeksi yang ditularkan melalui air, karena ookista dapat bertahan di lingkungan selama periode
yang lama dan bertahan terhadap klorinasi rutin, karena dindingnya yang tebal.>*>¢

Prevalensi cryptosporidiosis pada pasien HIV/AIDS di dunia dilaporkan 3-4% di Amerika, 3,5%-
22.,4% di Brazil, sekitar 50% di Afrika dan Haiti, di Asia dilaporkan 3,6% di China, 8,5-85% di
India.” 22,2% di Nigeria,® 50,8% di Ethiopia.® Di Indonesia dilaporkan 11,6-36,8%.'°

Tidak ada antiparasit yang efektif terhadap Cryptosporidium pada pasien dengan jumlah sel lim-
fosit T CD4 yang rendah, terutama < 200 sel/ul dan mengakibatkan diare kronis yang fatal.!>*!!

Penelitian baru-baru ini melaporkan adanya infeksi Cryptosporidium sp. yang ditemukan pada
penderita HIV/AIDS dengan diare dan non-diare. Salah satu penelitian yang dilakukan Masarat et
al. (2012), mendapatkan 80% infeksi Cryptosporidium sp. pada penderita HIV/AIDS non-diare.’

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan jumlah sel CD4 dengan infeksi
Cryptosporidium sp. (diare/non-diare) pada penderita HIV/AIDS di RS. Dr. M. Djamil Padang.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian observasional dengan desain Cross Sectional yang dilaku-
kan pada bulan April-Juni 2017 pada 42 orang penderita HIV/AIDS di RS. Dr. M. Djamil Padang.

Pemeriksaan Cryptosporidium sp. dilakukan dengan pewarnaan Ziehl Neelsen dan pemer-
iksaan ELISA pada sampel feses penderita. Data sekunder didapat dari rekam medis yaitu jumlah
sel CD4, faktor risiko penularan HIV dan sudah mendapat ARV/belum. Data sosio-demografi
seperti usia, jenis kelamin, diare/tidak, jenis air yang dikonsumsi, hewan peliharaan/sekitar rumah
didapatkan melalui kuisioner. Dan analisa data dilakukan dengan uji Chi
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HASIL

Distribusi responden pada penelitian ini dapat dilihat pada tabel 1., yaitu responden terdiri dari
88,1% laki-laki dengan kategori usia responden tertinggi adalah dewasa akhir 38,1% dan dewasa
awal 35,7%, dengan rentang usia 26-45 tahun. Responden dengan jumlah sel CD4 < 100 sel/pl
52,4% dan > 100 sel/ul 47,6%. Responden dengan gejala klinis diare hanya 28,6%.

Data kuisioner tentang faktor resiko infeksi parasit ini diantaranya yaitu sumber air yang
dikonsumsi adalah 69,0% air galon isi ulang. Kucing merupakan hewan peliharaan/sekitar paling
banyak yaitu 21,4%. Penularan HIV tertinggi adalah lelaki suka lelaki (LSL) sebanyak 50% yang
juga merupakan faktor risiko infeksi parasit ini.'>!* Dan 73,8% responden sudah mendapat antiret-
roviral terapi, dan sisanya merupakan pasien baru.

Tabel 1. Distribusi Responden Berdasarkan Karakteristik Responden

Karakteristik Responden f(n=42) (%)
Jenis Kelamin:
Laki-laki 37 88,1
Perempuan > 11,9
Usia:

Kanak-kanak (5-11 tahun) 1 2,4

Remaja akhir (17-25 tahun) 6 14,3

Dewasa awal (26-35 tahun) 15 35,7

Dewasa akhir (36-45 tahun) 16 38,1

Lansia awal (46-55 tahun) 2 4.8

Lansia akhir (56-65 tahun) o) 4.8

Jumlah CD4:
<100 sel/pl 77 52,4
>100 sel/pl 20 47,6
Diare/Non-diare:
Diare 12 28,6
Non-diare 30 71,4
Konsumsi Air:

Air galon 29 69,0
Air Masak 13 31,0
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Hewan Peliharaan/Sekitar:

Anjing 2 4,8
Ayam 3 7,1
Ayam, Burung 1 24
Kucing 9 214
Kucing, Anjing 1 2,4
Kucing, Ayam 4 9,5
Kucing, Ayam, Kambing 1 2,4
Lele 1 2,4
Sapi, Ayam 1 2,4
Tidak ada 19 45,2
Faktor Risiko HIV:
Ibu 1 2,4
Heteroseksual 15 35,7
LSL 21 50,0
Penasun 5 11,9
ARV:
ARV 31 73,8
Non ARV 11 26,2

Tabel 2 menunjukkan bahwa total positif Cryptosporidum sp. 52,4% dan tidak terdapat
hubungan yang signifikan antara jumlah sel CD4 dengan infeksi Cryptosporidium sp. (p > 0,05),
dimana nilai p= 0,137.

Tabel 2 Total Cryptosporidium sp. Positif dengan Pewarnaan Ziehl Neelsen dan
Hubungannya dengan Infeksi Cryptosporidium sp.

Kriteria pasien Pewarnaan Ziehl Neelsen Total (%) p OR 95 % CI
Positif (%) Negatif (%) n=42
CD411100 sel/ul 9 (40,9) 13 (59,1) 22 (100)
0,137 0,373 0,107 -1,303
CD4>100 sel/ul 13 (65,0) 7 (35,0) 20 (100)
Total 22 20 (47,6) 42 (100)
(52.4)

*Nilai p didapat dari uji Chi Squar
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Tabel 3 Total Cryptosporidium sp. Positif dengan ELISA dan Hubungan antara Jumlah
CD4 dengan Infeksi Cryptosporidium sp.

Kriteria pasien ELISA Total (%) P OR 95 % CI
Positif (%) Negatif (%) n=42
CD4<100 6 (27,3) 16 (72,3) 22 (100)
sel/ul
CD4>100 2 (10,0) 18 (90,0) 20 (100) 0,243 0,256 0,052 -1,682
sel/ul
Total 8(19,0) 34 (81,0) 42 (100)

*Nilai p didapat dari uji Chi Square

Tabel 3 menunjukkan bahwa total positif Cryptosporidium sp. 19,0% dan tidak terdapat hubun-
gan yang signifikan antara jumlah sel CD4 dengan infeksi Cryptosporidium sp. (p > 0,05), dimana
nilai p= 0,243.

PEMBAHASAN

Hubungan Jumlah Sel CD4 dengan Infeksi Cryptosporidium sp. (diare/non-diare)

a. Pewarnaan Ziehl Neelsen

Tidak terdapat hubungan yang signifikan antara jumlah sel CD4 dengan infeksi Cryptospo-
ridium sp. (diare/non-diare) pada penderita HIV/AIDS di RS. Dr. M. Djamil Padang pada pemer-
iksaan mikroskopik dengan pewarnaan Ziehl Neelsen p=0,137 (p>0,05). Dimana 65,0% ookista
lebih banyak ditemukan pada penderita dengan jumlah CD4 > 100 sel/ul, dan 59,1% (13/22)
positif adalah penderita HIV/AIDS non-diare.

b. ELISA

Tidak terdapat hubungan yang signifikan antara jumlah sel CD4 dengan infeksi Crypto-
sporidium sp. (diare/non-diare) pada penderita HIV/AIDS di RS. Dr. M. Djamil Padang pada
pemeriksaan ELISA (p>0,05), nilai p=0,243.

Secara statistik jumlah sel CD4 tidak berpengaruh signifikan terhadap kejadian infeksi Cryp-
tosporidum sp. Namun secara angka ada kecenderungan, semakin rendah jumlah sel CD4 semakin
tinggi infeksi Cryptosporidium sp. ditemukan, dimana dari 19,0% total positif Cryptosporidum sp.,
75% (6/8) adalah penderita dengan jumlah CD4 7 100 sel/ul, dan 62,5% (5/8) penderita non-diare.

Hasil penelitian ini berbeda dengan hasil penelitian yang dilakukan oleh Tejashree et al., yang
mendapatkan 5% positif Cryptosporidium sp. dengan pewarnaan Ziehl Neelsen dan 9 % positif den-
gan ELISA." Wahdini et al., mendapatkan 11,6% positif dengan pewarnaan Ziehl Neelsen dan 36,8%
dengan ELISA." Parghi et al., menemukan 11,3% dengan pewarnaan Ziehl Neelsen dan 17,7% dengan
ELISA dan Rashmi & Ravi, mendapatkan 16,7% dengan pewarnaan Ziehl Neelsen, 18,9% ELISA. 1516

Hal ini dapat terjadi karena adanya positif palsu pada pemeriksaan mikroskop dengan pe-
warnaan Ziehl Neelsen, dimana ookista berwarna pink hingga fuschia, berbentuk bulat menyerupai
oval dengan ukuran 4-6 um harus dapat dibedakan dari organisme lain yang juga dapat terwarnai
dengan pewarnaan ini seperti Cyclospora dan Isospora yang berukuran lebih besar 8-10 um.* Un-
tuk memastikan ookista Cryptosporidium sp., harus dilakukan pengukuran ookista pada preparat
dengan mikroskop yang dilengkapi mikrometer.
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Pada pemeriksaan mikroskopik juga dapat terjadi negatif palsu karena ookista tidak
ditemukan. Hal ini berkaitan dengan masa prepaten yaitu waktu antara tertelannya ookista matang
(infeksi) dan keluarnya ookista bersama feses yang berkisar 5-21 hari. Lama pengeluaran pada
individu imunokompeten sebulan, namun pada individu imunokompromais jauh lebih lama.* Se-
mentara, waktu infeksi awal sulit ditentukan karena manifestasi klinis yang bervariasi tergantung
spesies atau subtipe yang menginfeksi.’ Maka, ookista yang tidak ditemukan kemungkinan karena
pasien tidak sedang mengeluarkan ookista pada saat sampel feses dikumpulkan.?

Pemeriksaan mikroskopik dengan pewarnaan Ziehl neelsen merupakan cara terbaik untuk
diagnosis etiologi cryptosporidiosis dengan identifikasi ookista, yang membutuhkan pengalaman
dan keterampilan tenaga laboratorium.>>!

Hasil pemeriksaan yang terbatas ini membutuhkan pemeriksaan tambahan untuk meng-
konfirmasi yaitu deteksi antigen dengan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) terutama
pada pasien yang dicurigai dan berisiko tinggi terinfeksi Cryptosporidium sp. yaitu penderita
HIV/AIDS dengan jumlah sel CD4 <200 sel/pl.

Hasil pemeriksaan ELISA didapatkan total positif Cryptosporidium sp. hanya 19,0%, semen-
tara dengan pewarnaan Ziehl Neelsen didapatkan 52,4%. Hasil ini sesuai dengan penelitian Jayal-
akhsmi et al., yang mendapatkan 10 positif dengan ELISA dari 11 positif dengan pewarnaan Ziehl
Neelsen, dimana terdapat 1 yang positif dengan Ziehl Neelsen namun negatif dengan ELISA.!

Sementara Silva et al., mendapatkan masing-masing 1 sampel yang salah diidentifikasi se-
bagai positive palsu dan negatif palsu oleh uji ELISA." Hal ini terjadi karena ookista pada sampel
kurang dari lima per 0,01 mL feses konsentrat, sehingga ELISA gagal mendeteksi karena antigen
tidak dapat diakses atau tidak dikenali oleh antibodi poliklonal yang mendeteksi.?

Penelitian ini menggunakan human fecal cryptosporidium elisa kit Diagnostic Automation/
Cortez Diagnostic, Inc (USA) dengan nilai cut off Optical Density (OD) 0,08 unit. Pembacaan
hasil dilakukan berdasarkan nilai cut off, dimana hasil pemeriksaan ELISA paling banyak < 0,08
dan hasil dibaca negatif.

Berdasarkan penelitian eksperimental yang dilakukan oleh Newman et al., bahwa spesi-
men positif ELISA akan kehilangan antigenisitasnya dan memberikan hasil negatif palsu hingga
37 hari (paling awal) sampai 158 hari (terbaru) setelah minimal tiga siklus pencairan beku.?!

Hasil positif palsu juga dapat terjadi pada pemeriksaan dengan ELISA, yaitu pasien yang
baru sembuh dari cryptosporidiosis, dimana mungkin antigennya masih ada pada feses tanpa
adanya ookista keseluruhan saat integritas parasit terganggu.'

Kehadiran parasit usus lainnya dalam sampel feses tidak mengubah hasil ELISA untuk
antigen Cryptosporidial.'”*

Tingginya kecenderungan cryptosporidiosis pada penderita HIV/AIDS dengan jumlah sel CD4
yang lebih rendah merupakan masalah yang sangat memprihatinkan. Sebuah investigasi yang dilakukan
Swathirajan et al., antara Januari 2002 dan Desember 2014 menemukan 90% kasus Cryptosporidium
sp. dari semua infeksi parasit intestinal pada pasien HIV/AIDS dengan jumlah sel CD4 <200 sel/ul.*

Nsagha et al., menemukan tidak ada perbedaan signifikan Infeksi Cryptosporidium sp.
pada pasien yang telah mendapat antiretroviral dan yang belum.*
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Kegagalan untuk mendiagnosis awal cryptosporidiosis pada pasien dapat mengganggu
prosedur terapeutik, yang menyebabkan morbiditas dan mortalitas yang tinggi.*

Penelitian pada pasien HIV/AIDS menunjukkan bahwa infeksi C. hominis dikaitkan den-
gan durasi gejala yang lebih lama, infeksi asimtomatik yang lebih tinggi, dan jumlah sel CD4 yang
lebih rendah dibandingkan dengan C. parvum. Pasien HIV/AIDS yang terinfeksi oleh spesies
Cryptosporidium zoonosis lebih mungkin mengalami diare dan demam dari pada yang terinfeksi
C. hominis. Di negara berkembang C. hominis adalah spesies yang paling banyak diidentifikasi.’

ELISA dengan sensitivitas tinggi 60-92,6% dan spesifisitas 90-100%, dan tidak bergan-
tung pada keterampilan teknisi untuk mendeteksi morfologi dan identifikasi ookista yang mer-
upakan alternatif diagnostik untuk mikroskop langsung yang sulit.%2225 Namun pemeriksaan mikroskopik dengan
pewarnaan Ziehl Neelsen tetap merupakan oy [ stgndard untuk diagnosis klinis dan merupakan pemeriksaan yang
tersedia secara umum dan lebih terjangkau.>!”

KESIMPULAN

Secara statistik tidak terdapat hubungan yang signifikan antara jumlah sel CD4 dengan
infeksi Cryptosporidium sp. (diare/non-diare) pada penderita HIV/AIDS di RS. Dr. M. Djamil
padang, namun secara angka ada kecenderungan semakin rendah jumlah sel CD4 semakin tinggi
infeksi Cryptosporidium sp.
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Bagaimana HIIT (Latihan Interval Intensitas Tinggi) Mempercepat
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ABSTRACT

Background: Sedentary lifestyle productive age influences the quality of life can cause a de-
crease in function and muscle mass or sarcopenia. One approach to maintaining the quality of life
is physical exercise. High intensity interval training (HIIT) are known to be able to maintain and
improve quality of life. This study aims to determine the effect of HIIT to prevent sarcopenia in
the aging process of experimental animals.

Methods: This study was using 15 Male young adults (6 months) Wistar rats, treated with HIIT
for 8 weeks. Each age group was divided randomly into 3 groups, : Control 1 (6 month; (C2, HIIT;
8 month). At the end of the 8th week Troponin T levels were examined, PGC-1a (ELISA); lactic
acid levels (spectrophotometry).

Results: Troponin-T levels and PGC-1a of HIIT groups were higher than C2. There were no dif-
ferences in blood lactic acid levels in the HIIT compared to C2.

Conclusion: HIIT for 8 weeks in young adult rats can maintain levels of Troponin T and PGC-1a
which are important for energy metabolism and contraction of skeletal muscles. The application
of these exercises in young adult rats does not increase blood lactate levels that exceed the nor-
mal threshold. This research shows that HIIT can be applied in young adult rats and are useful in
preventing sarcopenia.

Keywords: HIIT, sarcopenia, troponin-T, PGC-1a, lactate.
ABSTRAK

Latar belakang: Gaya hidup sedenter dapat mempengaruhi kualitas hidup dan menyebabkan
penurunan fungsi dan massa otot atau sarkopenia. Salah satu pendekatan untuk menjaga kualitas
hidup adalah latihan fisik. Latihan interval intensitas tinggi (HIIT) diketahui mampu memper-
tahankan dan meningkatkan kualitas hidup. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui pengaruh
HIIT untuk mencegah sarkopenia dalam proses penuaan pada hewan coba.

Metode: Penelitian ini menggunakan tikus Wistar jantan 15 ekor (usia 6 bulan) diberi HIIT sela-
ma 8 minggu. Tiap kelompok dibagi secara acak menjadi 3 kelompok, yaitu Kontrol 1/K1 (6 bu-
lan; (K2, HIIT; 8 bulan). Pada akhir minggu ke 8 kadar Troponin T diperiksa, PGC-1a (ELISA),
kadar asam laktat (spektrofotometri) ).

Hasil: Kadar Troponin-T dan PGC-1a kelompok HIIT lebih tinggi dari K2. Tidak ada perbedaan
dalam kadar asam laktat darah HIIT dibandingkan dengan K2.

Kesimpulan: HIIT selama 8 minggu pada tikus dewasa muda dapat meningkatkan kadar Tropo-
nin T dan PGC-1a yang penting untuk metabolisme energi dan kontraksi otot rangka. Penerapan
latihan ini pada tikus dewasa muda tidak meningkatkan kadar laktat darah yang melebihi ambang
normal. Penelitian ini menunjukkan bahwa HIIT dapat diterapkan pada tikus dewasa muda dan
berguna dalam mencegah sarkopenia.

Kata kunci: HIIT, sarkopenia, troponin-T, PGC-1a, laktat.
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PENDAHULUAN

Pada proses penuaan terjadi penurunan kapasitas fungsional sistem tubuh secara bertahap
dan irreversible sampai pada tingkat kegagalan dan kematian. Penurunan kapasitas fungsional
tersebut terjadi mulai dari tingkat molekul, sel, jaringan bahkan pada tingkat organ sehingga mem-
berikan dampak negatif terhadap tubuh. Proses penuaan berlangsung melalui interaksi komponen
genetik, kimiawi tubuh, fisiologi dan perilaku."? Penurunan fungsi otot akibat penurunan massa
otot dan berkurangnya kekuatan otot dikenal sebagai sarkopenia. Sarkopenia dapat menyebabkan
kelemahan tubuh dan akan meningkat seiring berjalannya waktu. Sarkopenia akan menyebab-
kan penurunan aktivitas fisik, penurunan mobilitas, cara berjalan yang lambat, dan ketahanan
fisik yang rendah.** Proses terjadinya sarkopenia dapat disebabkan oleh penurunan massa otot
yang telah dimulai setelah usia 30 tahun sebesar 0,5-1%/tahun dan diketahui akan terus mengala-
mi penurunan dengan bertambahnya usia.>® Penurunan massa otot pada proses penuaan diketa-
hui dapat mempengaruhi kecepatan dan kekuatan kontraksi serta relaksasi otot. Seiring dengan
meningkatnya usia terjadi penurunan massa otot rangka dipengaruhi oleh sintesis protein kon-
traktil otot rangka yang berperan pada kontraksi otot.”® Pada kontraksi otot berperan antara lain
molekul troponin, tropomiosin, aktin dan miosin. Sejauh ini komponen protein kontraktil otot
rangka pada proses penuaan khususnya peranan troponin T masih sedikit diteliti.

Latihan fisik diketahui dapat meningkatkan aktivitas metabolisme otot rangka. PGC-1a
merupakan regulator biogenesis mitokondria. Mitokondria diketahui berperan utama pada metab-
olisme arobik. Pada proses penuaan terjadi disfungsi mitokondria yang ditandai dengan penurunan
kadar PGC-1a. Penurunan biogenesis mitokondria berperan dalam penurunan fungsi otot rangka
sehingga dapat menyebabkan kelemahan (fi-ailty) pada sarkopenia.’ Salah satu cara untuk dapat
hidup sehat dan mandiri adalah melalui konsep menua sehat (Healthy Aging). Menua sehat dapat
dicapai antara lain dengan berolahraga.'’ Olahraga berperan dalam upaya promotif, preventif dan
rehabilitatif pada berbagai jenis gangguan kesehatan. Latihan fisik yang dilakukan pada usia lebih
awal dapat mencegah terjadinya sarkopenia dan penurunan fungsi kardiovaskuler.'!

Latihan fisik intensitas tinggi dengan interval (High Intensity Interval Training/HIIT) juga
bermanfaat untuk kesehatan.'>"® HIIT merupakan bentuk latihan dengan strategi latihan inten-
sitas tinggi dengan durasi pendek, disertai dengan waktu istirahat atau interval. Durasi HIIT ber-
variasi mulai dari 60 detik-20 menit dengan intensitas 90-100% MHR.'*'> HIIT memiliki antara
lain: durasi latihan yang lebih singkat dan intensitas yang lebih tinggi, dapat dilakukan pada
masyarakat dengan tingkat kesibukan yang tinggi, dapat menurunkan lemak tubuh, meningkatkan
kapasitas kardiometabolik yang lebih cepat dan efisien, meningkatkan daya tahan (endurance).
Penelitian mengenai HIIT sampai saat ini masih sangat terbatas. Penelitian yang telah ada selama
ini hanya mengukur pengaruh HIIT terhadap metabolisme karbohidrat dan lemak, efeknya pada
fungsi sistem kardiovaskuler, dan pengukuran protein miofibril pria sedenter usia 67 tahun.'®
Akan tetapi, belum ada yang menilai bagaimana pengaruh HIIT terhadap metabolisme otot
rangka, protein yang mempengaruhi kontraksi otot rangka.

Salah satu kelemahan latihan dengan intensitas tinggi adalah dapat menyebabkan pening-
katan metabolisme anaerob sehingga terjadi peningkatan kadar asam laktat. Peningkatan kadar
asam laktat dalam otot dan darah dapat mempengaruhi aktivitas seluler akibat terganggunya kerja
sejumlah enzim yang bekerja pada pH netral/basa, selain itu kondisi asam dalam sel juga akan
memicu kerusakan sel.!” Adanya fase istirahat (interval) pada HIIT, memungkinkan terjadinya
penurunan kadar asam laktat yang terbentuk saat fase latihan intensitas tinggi (anaerob). Oleh
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karena itu, durasi yang lebih singkat dan adanya interval pada HIIT, diharapkan mengurangi
kelemahan/kerugian di atas, sehingga dapat dilaksanakan secara teratur dan terus menerus pada
usia dewasa dengan kesibukan yang tinggi.

Penelitian ini dilakukan pada dua kelompok tikus Wistar jantan usia dewasa muda (6 bulan, an-
alog usia 18 tahun pada manusia)'® Hal ini dilakukan untuk mengetahui manfaat dan kelebihan
HIIT pada tikus usia dewasa muda.

Bahan dan Metode
Subjek penelitian

Subjek yang digunakan pada penelitian ini adalah tikus (Rattus novergicus) strain Wistar
jantan yang sehat fisik ditandai dengan gerakan aktif berusia 6 bulan (BB 300-400 g) mewakili
kelompok usia dewasa muda.'® Penelitian ini merupakan penelitian dengan studi eksperimental
menggunakan hewan coba tikus (Rattus novergicus) strain Wistar jantan yang diperoleh dari PT.
Biofarma Persero Bandung. Pada penelitian ini digunakan tikus dengan dua kelompok usia, yaitu
dewasa muda = 6 bulan. Perlakuan latihan fisik HIIT selama 8 minggu. Hewan coba dibagi secara
acak dalam 3 kelompok yaitu:

Kelompok dewasa muda:
1. Kelompok kontrol 1(K1-M): dekapitasi pada hari 1 penelitian
2. Kelompok kontrol 2 (K2-M): dekapitasi pada minggu ke-8 penelitian

3. Kelompok HIT (High Intensity Interval Training) (HIIT-M): diberikan perlakuan HIIT
selama 8 minggu.
4.
Tempat dan Waktu Penelitian

Eksperimen dilaksanakan di Laboratorium Biomedis dan Teknologi Dasar Kesehatan Lit-
bangkes Departemen Kesehatan RI Jakarta. Pemeriksaan asam laktat di laboratorium Biokimia
Departemen Biokimia dan Biologi Molekuler FKUI. Pemeriksaan PGC-1a dan Troponin T den-
gan metode ELISA dilakukan di Laboratorium Terpadu FKUI. Waktu penelitian dilaksanakan
pada bulan September 2016-Maret 2017.

Prosedur penelitian

Aklimatisasi hewan coba dilakukan selama 1 minggu, untuk penyesuaian tikus dengan
kondisi lingkungan tempat penelitian baik kelompok kontrol maupun kelompok perlakuan. Untuk
kelompok perlakuan, tikus diperkenalkan pada alat treadmill dengan cara melatih tikus berlari
di atas treadmill setiap hari selama 5 hari dengan kecepatan dan waktu yang ditingkatkan secara
bertahap.

Tikus diberi makanan pelet standar (diet standar) dan minuman (ad libitum) yang secara
bebas mendapatkan akses. Kandang dijaga kebersihannya serta diatur 12 jam terang dan 12 jam
gelap. Suhu lingkungan dijaga pada suhu 23°C. Pemeliharaan dilakukan selama penelitian ini
sesuai dengan kode etik komisi penanganan dan penggunaan hewan coba. Sebelum perlakuan,
berat badan tikus ditimbang terlebih dahulu.
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Prosedur latihan kelompok HIIT sebagai berikut: Tikus berlari di atas treadmill selama 4
menit, diikuti dengan interval istirahat selama 1 menit. Prosedur ini dilakukan sebanyak 4x. Tikus
berlari di atas treadmill dengan kecepatan dari 16 m/menit pada minggu pertama ditingkatkan
sampai 25 m/menit pada minggu ke-8. Sebelum dan sesudah HIIT, dilakukan pemanasan-pendin-
ginan selama 5 menit, tikus berlari di atas treadmill dengan kecepatan 6 m/menit. Keseluruhan
prosedur perlakuan dilakukan selama 5 hari per minggu selama 8 minggu berturut-turut.

Metode Pengukuran

Pengukuran Kadar Troponin T (TnT) dengan Metode ELISA (menggunakan Kit ELISA dari
Elabscience, nomor katalog Rat Tn-T ELISA Kit, E-EL-R0054)."

Pemeriksaan ini menggunakan prinsip Sandwich ELISA. Microtiter Plate dilapisi oleh
capture antibody yang spesifik terhadap TnT. Sementara itu detection antibody TnT pada kit
dikonjugasikan dengan Horseradish Peroxidase (HRP). Sampel, standar dan detection antibody
TnT ditambahkan ke dalam Microtiter Plate.

Pengukuran Kadar PGC-1a (Peroxisome proliferator-activated receptor-y coactiva-
tor-1a (PPARGC-1a)) dengan Metode ELISA (menggunakan Kit ELISA dari CusaBio, nomor
katalog CSB-ELO18425RA.*°

Pemeriksaan ini menggunakan prinsip Sandwich ELISA. Microtiter Plate dilapisi oleh
capture antibody yang spesifik terhadap PGC-1a. Sementara itu detection antibody PGC-10 pada
kit dikonjugasikan dengan Horseradish Peroxidase (HRP). Sampel, standar dan defection anti-
body PGC-la ditambahkan ke dalam Microtiter Plate.

Pengukuran Kadar Asam Laktat dengan Spektrofometri (menggunakan Kit Laktat
dari Randox, LC2389).2!

Pengukuran asam laktat dilakukan menggunakan kit Laktat dari Randox. Standar Laktat
(4,34 mmol/L). Kurva standar dibuat dengan mengencerkan berbagai konsentrasi S1, S2 S3, S4,
S5 dengan NaCl 0.9%. Diambil 10 uL. masing-masing standar yang sudah di encerkan dengan
NaCl 0,9% kemudian ditambahkan 1 mL lactate assay buffer. Untuk mengukur laktat plasma di-
tambahkan 10 pl plasma ditambahkan 1 mL lactate assay buffer. Selanjutnya diinkubasi selama
10 menit pada suhu ruang. Hasil dibaca dengan spektrofotometer pada A 550 nm.

Hasil dan Diskusi
Kadar Troponin T

Pada Gambar 1 kadar Troponin T pada kontrol dewasa muda (K1-M) adalah 1,73+1,21 pg/mg
protein jaringan; K2-M = 1,27+0,54 pg/mg protein jaringan. Tidak terdapat perbedaan bermakna
kadar Troponin T antara K2-M dan K1-M (p=0,463). HIIT selama 8 minggu menunjukkan bahwa
HIIT-M lebih tinggi bermakna dibandingkan K2-M (6,00+0,46; p=0,000).
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Gambear 1. Troponin T pada otot gastroknemius. Kelompok HIIT menunjukkan kadar Troponin T
lebih tinggi bermakna dibandingkan kelompok K2 (p=0,000; +SD;T-Test, *p<0,05)

HIT

Kadar PGC-1a

Pada Gambar 2 tampak kadar PGC-1a pada kontrol dewasa muda (K1-M) adalah 334,10+52,57
pg/mg protein jaringan; K2-M = 320,65+72,02 pg/mg protein jaringan. Kadar PGC-1la setelah
perlakuan HIIT selama 8 minggu 368,23+98,97 pg/mg protein jaringan, menunjukkan bahwa ka-
dar PGC-1a pada dewasa muda tidak menunjukkan perbedaan bermakna antara HIIT-M diband-
ingkan K2-M.
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Gambar 2. PGC-1a pada otot gastroknemius. Kelompok HIIT menunjukkan kadar PGC-1a lebih
tinggi dibandingkan kelompok K2 tetapi tidak bermakna (£SD;T-Test,*p<0,05)
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Kadar Laktat plasma

Pada Gambar 3 tampak kadar laktat plasma pada kontrol dewasa muda (K1-M) adalah 1,02+0,17
mmol/L; K2-M 2,33+0,37 mmol/L. Terdapat perbedaan bermakna kadar laktat plasma antara
K2-M dan K1-M (p=0,009). Kadar laktat plasma setelah perlakuan HIIT selama 8 minggu
3,62+1,17 mmol/L, menunjukkan bahwa kadar laktat plasma pada dewasa muda tidak menun-
jukkan perbedaan bermakna antara HIIT dibandingkan K2.
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Gambar 3. Kadar Laktat Plasma. Kelompok K2-M menunjukkan kadar laktat plasma lebih tinggi
bermakna dibandingkan kelompok K1-M (p=0,009; +SD;T-Test,*p<0,05)

Pada penelitian ini rerata kadar Troponin T (TnT) pada K2-M lebih rendah dibandingkan dengan
K1-M tidak bermakna. Hal ini menunjukkan bahwa terjadi perubahan kadar TnT seiring dengan per-
tambahan usia. Pertambahan usia menyebabkan terjadinya penurunan massa otot rangka disertai dengan
penurunan kekuatan kontraktil yang cukup besar. Ohlendick menyatakan bahwa pada proses penuaan
terjadi perubahan serat otot tipe cepat (tipe glikolitik) ke serat tipe lambat (tipe oksidatif), dan terjadi
penurunan ekspresi berbagai protein kontraktil otot termasuk TnT pada serat otot tipe cepat (Fast TnT).?

Kadar TnT setelah HIIT pada tikus dewasa muda lebih tinggi bermakna dibandingkan K2-M.
Tampaknya aktivitas fisik, baik HIIT pada tikus usia dewasa muda dapat meningkatkan sintesis protein
otot, termasuk TnT. Hal ini dikemukakan oleh Ohlendick? dan Bell’ bahwa aktivitas fisik dapat men-
gubah profil protein serat otot, melalui peningkatan kaskade pensinyalan pada serat otot untuk sintesis
protein antara lain TnT. Latihan menstimulasi sintesis protein melalui beberapa jalur sinyal yang menga-
ktivasi mamalian target of rapamycin complex 1 (mTORC1) yang merupakan regulator penentu sintesis
protein otot. Aktivasi mMTORC1 akan mengaktifkan faktor-faktor translasi antara lain 4E-binding protein
(4E-BP1), p70 ribosomal protein S6 kinase 1 (P70S6K 1) yang akan menginisisasi sintesis protein.”

Pada penelitian ini, pada HIIT pada tikus usia dewasa muda ditemukan peningkatan kadar TnT
otot dibandingkan dengan kontrol tanpa perlakuan (sedenter). Hal ini menunjukkan bahwa latihan fisik
dapat mencegah penurunan TnT, yang berperan dalam mempengaruhi kecepatan kontraksi otot, akibat
pertambahan usia.

Pada penelitian ini rerata kadar PGC-1a kelompok kontrol K2-T lebih rendah secara bermakna
dibandingkan dengan K 1-T, sedangkan pada K2-M juga lebih rendah dibandingkan dengan K1-M tetapi
tidak bermakna. Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa terjadi penurunan bermakna pada kadar PGC-
lo tikus dewasa tua seiring meningkatnya usia (K2-T dibandingkan K1-T). Hal ini sesuai dengan hasil
penelitian Meshikova et al bahwa penuaan berkaitan dengan penurunan jumlah dan fungsi mitokondria.*
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Tidak terdapat perbedaan bermakna kadar PGC-1a antara HIIT pada usia dewasa muda. PGC-
la, dianggap sebagai “master regulator” dari biogenesis mitokondria di otot. PGC-1a berperan penting
dalam regulasi transkripsi gen metabolik mitokondria yang dikode oleh DNA nukleus dan mitokondria.
Protein PGC-1a pada otot rangka meningkatkan fungsi mitokondria dan ekpresi substrat protein trans-
porter.” Salah satu penyebab meningkatnya PGC-1a setelah HIIT adalah karena peningkatan transkripsi
(ekspresi mRNA) setelah latihan HIIT akut.?* Menurut Gibala HIIT akan mengaktifkan AMPK dan
P38 mitogen-activated protein kinase (MAPK). Kedua sinyal kinase yang responsif saat HIIT ini terlibat
dalam fosforilasi secara langsung dan akan mengaktivasi PGC-1a. Peningkatan jumlah PGC-1a di da-
lam nukleus setelah HIIT dihipotesiskan akan mengaktitkan faktor transkripsi (TF) untuk meningkatkan
transkripsi gen mitokondria, yang pada akhirnya akan meningkatkan jumlah protein-protein mitokondria
sehingga menyebabkan terjadinya biogenesis mitokondria.”’

Kadar laktat pada kelompok K2 lebih tinggi bermakna pada usia dewasa muda usia dewasa tua
dibandingkan K1, tetapi tidak melebihi ambang batas normal laktat darah yaitu 4,0 mmol/L. Pening-
katan kadar laktat seiring dengan bertambahnya usia yang cukup tinggi pada tikus disebabkan karena
terjadinya penurunan berbagai proses fungsi fisiologis tubuh secara bertahap. Proses penurunan fungsi
tersebut bersifat kompleks dan multifaktorial. Banyak faktor yang mempengaruhi, yakni faktor internal
dan eksternal. Faktor internal meliputi radikal bebas, genetik dan hormon yang berkurang, sedangkan
faktor eksternal meliputi pola hidup tidak sehat, stres serta polusi lingkungan.”® Berdasarkan hasil pene-
litian Kaczor terjadi penurunan kemampuan aerobik seiring dengan pertambahan usia. Diketahui seiring
dengan pertambahan usia terjadi peningkatan ROS. ROS akan mempengaruhi kinerja mitokondria dalam
metabolisme secara aerob yang menyebabkan penurunan enzim-enzim mitokondria seperti CPT (carni-
tine palmytoil transferase) untuk mentransport asam lemak ke dalam mitokondria untuk oksidasi  dan
2-oxoglutarate dehydrogenase (OGDH) yang merupakan enzim daur Krebs.?

Kadar laktat pada kelompok HIIT dan MIT tikus dewasa muda lebih rendah dibandingkan K2.
Kadar laktat pada kelompok HIIT lebih rendah bila dibandingkan K2, disebabkan HIIT adalah suatu jenis
latihan intensitas tinggi yang membutuhkan energi yang cepat dalam waktu singkat, namun tidak dapat
dilakukan secara kontinu untuk durasi waktu yang lama. Dengan adanya interval istirahat, akan dibentuk
kembali ATP secara aerobik sehingga latihan dapat dilanjutkan kembali. Pada HIIT saat fase intensitas
tinggi akan terjadi peningkatan produksi laktat ketika otot berkontraksi, melalui proses glikogenolisis
dan glikolisis pada otot. Pada fase istirahat aktif laktat tersebut akan diubah kembali menjadi piruvat
oleh laktat dehidrogenase (LDH). Selanjutnya melalui aktivitas pyruvate dehydrogenase (PDH) dalam
mitokondria, piruvat diubah menjadi asetil ko-A dan dioksidasi melalui daur Krebs dan rantai pernafasan
menjadi CO,, H,O dan ATP. Oleh karena itu terjadi penurunan kadar laktat setelah HIIT.*

Kesimpulan

Kami menyimpulkan bahwa HIIT dapat mengaktivasi otot rangka dengan meningkatkan kekuatan kon-
traksi otot ditunjukkan melalui peningkatan Troponin T pada otot rangka, kadar PGC-1a yang cukup
tinggi dibandingkan kontrol tetapi tidak signifikan berperan sebagai regulator dalam metabolisme energi.
Kadar laktat plasma pada HIIT selama 8 minggu tidak mengalami peningkatan, hal ini menunjukkan
bahwa HIIT dapat dilakukan pada usia dewasa muda dengan aman tanpa menyebabkan peningkatan
kadar laktat plasma. Hasil penelitian ini membuktikan bahwa dengan HIIT dapat meningkatkan fungsi
kontraksi otot dan metabolisme energi sehingga dapat dilakukan dalam pemeliharaan kesehatan pada
usia dewasa muda seiring pertambahan usia.
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ABSTRACT

Indonesia faces an increasing health burden from type 2 diabetes mellitus (T2DM) and its com-
plications. Allele G in /L-10 gene promoter, corresponding to -1082 A/G (rs1800896) polymor-
phism, was found to contribute to the risk of T2DM and the development of complications. The
allele also contributes to the risk of Graves’ disease. Here we present a male patient with GG
genotype, which is relatively rare among East and Southeast Asian populations. Patient was di-
agnosed for diabetes since 2016 after previously being treated for Graves’ disease since 2014.
On September 2019, patient achieved therapeutic target of HbAlc 5.4% and has not developed
chronic complications such as neuropathy, microalbuminuria, and peripheral arterial disease
(PAD) but erectile dysfunction was appeared. This is a preliminary report from an ongoing study
analysing relationship between rs1800896 polymorphism and clinical & complication profile of
T2DM patients in Pekanbaru.

Keywords: type 2 diabetes mellitus, Graves’ disease, diabetic complication, IL-10, polymorphism,
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ABSTRAK

Permasalahan kesehatan berupa diabetes mellitus tipe 2 (DMT2) dan komplikasinya semakin
meningkat di Indonesia. Faktor genetis memiliki peran penting pada penyakit multifaktorial sep-
erti DMT2 dan komplikasinya. Polimorfisme pada promoter gen /L-10, -1082 A/G (rs1800896),
berkontribusi pada risiko DMT2 dan kejadian komplikasi pada DM2. Kami melaporkan seorang
pasien laki-laki yang memiliki genotipe GG yang relatif langka pada populasi Asia Timur dan
Tenggara. Pasien didiagnosis menderita DMT?2 sejak tahun 2016 setelah sebelumnya diterapi un-
tuk Graves’ disease sejak 2014. Terapi DMT2 yang diberikan yaitu metformin 1700 mg / 24 jam
dan acarbose 300 mg / 24 jam. Pada September 2019, pasien tercapai target terapi yaitu HbAlc
5.4% dan belum terdeteksi komplikasi kronis berupa: nefropati, neuropati, maupun peripheral
arterial disease (PAD) namun dijumpai risiko disfungsi ereksi sedang. Laporan kasus ini mer-
upakan laporan awal dari penelitian mengenai hubungan polimorfisme rs1800896 dengan profil
klinis dan komplikasi pasien DMT2 di Pekanbaru yang sedang berlangsung.

Kata kunci: diabetes mellitus tipe 2, penyakit Grave’s, komplikasi diabetes, [L-10, polimorfisme

Introduction

Indonesia faces an increasing health burden from type 2 diabetes mellitus (T2DM) and its com-
plications. As a multifactorial disease, genetic plays an important factor in predisposition of T2DM and
its complications. The concordance of type DM in identical twin is between 70 and 90%. A polymor-
phism in /L-10 gene promoter, -1082 A/G (rs1800896), was found to contribute to the risk of T2DM
and the development of complications especially nephropaty diabetic.

Indonesia faces an increasing health burden from type 2 diabetes mellitus (T2DM) and its complica-
tions. As a multifactorial disease, genetic plays an important factor in predisposition of T2DM and its
complications. The concordance of type DM in identical twin is between 70 and 90% (1) A single
nucleotide polymorphism (SNP) in /L-10 gene promoter, -1082 A/G (rs1800896), was found to con-
tribute to the risk of T2DM and the development of complications especially nephropathy diabetic (2)
The same SNP was also studied for its association with plasma TSH or iodothyronine levels. (3)

Case Presentation

We present a male, 52 years old, T2DM patient with a comorbid of Graves’ disease in eu-
thyroid condition. The patient was initially admitted into hospital in 2014 with hyperthyroid heart
disease whereas he had normal blood pressure. The patient showed weight loss, tremor, diffuse
struma, and exophthalmos. The laboratory test showed TSH of <0.05 ng/dL, free T4 of 91.59 ng/
dL, and random blood glucose of 109 mg/dl. The USG of thyroid glands showed that both glands
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had diffused enlargement, no nodule was found. Cardiomegaly and elongation aortae found in
the chest x-rays. Patient was treated with propythiouracil (PTU) 100 mg/8 hours, propranolol
10 mg/8 hours and diuretics. The patient was discharged from the hospital after the congestive
heart failure symptoms had been relieved. The patient was discharged from the hospital after the
congestive heart failure symptoms had been relieved. In 2015 (after 6 months treatment), signs,
symptoms and laboratory finding TSH : 3,57 ng/dL (normal range: 0,70-1,48) showed improve-
ment. Thus he was prescribed maintenance therapy of PTU 100 mg/8 hours and propranolol 10
mg/8 hours. His bodyweight raised 16 kg (from 65 kg to 81 kg).

In 2016, patient came back with recurrent weight loss and pneumonia. Laboratory test
showed hyperglycaemia (random blood glucose 360 mg/dL, 250 mg/dL respectively 1 week lat-
er), and TSH of <0,05 ng/dL, Free T4: 65,74. The patient was treated for T2DM with metformin
1700 mg/24 hours and glimeperid 1 mg/24 hours, additional to his Graves’ disease therapy with
thyrosol 10 mg/24 hours.

On September 2019, patient participated in a city-wide study regarding diabetic chronic
complication profile. He has chief complains of numbness and mild lethargy, body weight 98
kg and waist circumference 120 cm. The laboratory result (Table 1) showed that the patient has
achieved therapeutic target of HbAlc (5.4%). The Diabetic chronic complications screening (Ta-
ble 2) did not show peripheral arterial disease (PAD), neuropathy, mild cognitive impairment, and
microalbuminuria, but we find moderate erectile dysfunction.

Table 1. The profile of laboratory test result

Parameters Value Normal range
Hb g/dL 15,4 13.0-16.0
Ht % 452 40 — 54
Leucocyte rb/mm? 5.4 4-11
Thrombocyte rb/mm? 124.000 150-400
Urea 18 15-39 mg/dl
Creatinine 0.62 0.60-1.3 mg/dl
HbAlc 5,4% <7%
Total cholesterol 143
LDL 86
HDL 52
Triglyceride 76
Uric acid 6.9
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Table 2. Screening of Diabetic chronic complications

Chronic complication Finding Interpretation
Ankle Brachial index (ABI) 1,4 Normal, low risk PAD
Minimental state examination Normal Normal, no mild cognitive
(MMSE) impairment
Scoring of Erectile Dysfunction Moderate Risk of rpoderate erectile

dysfunction
Monofilament test 9,5 Low risk of neuropathy
Albumin-creatinine ratio (ACR) 10,47 No microalbuminuria (normal)
. Normo sinus rhythm

Electrocardiography (ECG) No ischemic finding Normal

As part of the study, the patient was genotyped for his rs1800896 polymorphism. The analysis
was conducted adapting Perrey et al., (1999) (4). The analysis showed that he harbours GG gen-
otype (Figure).

Figure. Representative band profiles showing the genotype of (1) GG, (2) AA, and (3) AG re-
spectively. The patient’s band pattern (1) showed GG pattern.

Discussion

When the patient was admitted into hospital, majority of hyperthyroidism clinical symp-
toms were found such as weight loss, tremor, palpitation, sweating, as well as diffuse struma and
exophthalmos. The patient also has complication from Graves’, hyperthyroid heart disease. In
addition of PTU, the patient was also treated with propranolol in order to control heart rate as
well as to inhibit T4 conversion into T3. Epidemiology of Graves’ disease accounts for 60—80%
of thyrotoxicosis. The disorder rarely begins before adolescence and typically occurs between
20 and 50 years of age. The prevalence varies among populations, reflecting genetic factors and
iodine intake. Polymorphisms in HLA-DR, the immunoregulatory genes (e.g. CTLA-4, CD25,
PTPN22), as well as the TSH-R, contribute to Graves’ disease susceptibility (1) The Anamnesis
showed that the patient’s male cousin also suffers from Graves’ disease, strengthening the genetic
influence on the disease.

In patients with Graves’ disease, hyperthyroidism plays a central role in the aggravation
of glycemic control. Increased intestinal glucose uptake and/or increased target tissue’s insulin
resistance might induce or aggravate T2DM after the onset of Graves’ disease. Reports have
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shown that thyroid dysfunction could lead to disturbance of glycemic control in T2DM patient
with initially good glycemic control (Takai et al., 2018) (5) Tyroid Hormone modulates hepatic
insulin sensitivity, especially important for the suppression of hepatic gluconeogenesis.(6) In our
case, the patient initially had good glycemic control upon admission for Graves’ disease. In his
disease progression, the patient developed hyperglycaemia and typical diabetes symptoms such
as numbness, therefore he was additionally treated as diabetic patient. Based on diabetes mellitus
classification, the patient was classified into T2DM due to the adulthood onset and did not suffer the
absolute insulin deficiency complication.

DM’s pillars of treatment include lifestyle education, exercise, and pharmacotherapy. Met-
formin was chosen for therapy because of biguanides being the first line choice for T2DM, espe-
cially with obesity comorbid. This is shown by the achievement of blood glucose control using
the prescribed oral hypoglycemic regiment combination. Additionally, the patient has not shown
microvascular complication. This might due in part to the DM onset of less than 5. However, waist
circumference and body mass index (BMI) are still not optimal. As stated in DM treatment guideline
from Indonesian Endocrinology Society (Perkumpulan Endokrinologi Indonesia, PERKENI), (7)
patient’s waist circumference and BMI are difficult to control. This raises the question whether, in
our case, it is caused by thyrosol treatment, which has anabolic effect thus increasing body weight?
It is worth to study this relationship due to the negative effect of obesity of T2DM.

Association between DM and Graves’ disease has been discussed. An array of complex in-
tertwining biochemical, genetic, and hormonal malfunctions have mirrored this pathophysiological
association. 5’ adenosine monophosphate activated protein kinase (AMPK) is a central target for
modulation of insulin sensitivity and feedback of thyroid hormones associated with appetite and
energy expenditure. A meta-analysis reported a frequency of 11% in thyroid dysfunction in the pa-
tients of diabetes mellitus. (8) Vice versa, Graves’ disease Asian patients were also shown to be more
likely to have diabetes (Chen et al., 2014) (9). The relation between T2DM and thyroid dysfunction
has been a less explored arena which maybe hold answers to various metabolic syndromes.

In Graves’ disease, high level of IL-10 mRNA and serum protein level can serve as biomarker
(Liang et al., 2015) (10). Additionally, IL-10 deficiency was shown to attenuate induction anti-TSH
receptor antibodies and hyperthyroidism in mouse Graves’ model (Ueki et al., 2011) (11). Poly-
morphism A/G on -1082 site of /L-10 gene promoter (rs1800896) can affect expression level thus
serum IL-10 protein level. Allele G increases transcription level compared to its allele A counterpart.
Therefore, person with GG genotype will be high producer of IL-10. Based on molecular analysis,
our patient was shown to harbour GG genotype based on rs1800896 polymorphism. The genotype
is relatively rare among East and Southeast Asian populations (Gonzalez-Galarza et al., 2015)
(12). Allele G has also been studied for its association with autoimmune thyroid disease as well
as Graves’ disease (Hung et al., 2016) (13). This allele was also shown to be significantly cor-
related with the risk of T2DM in all ethnicity as well as Asian ethnicity (Shu et al., 2018) (2). On
contrary, meta-analysis showed that IL-10 serum level is decreased in T2DM patients when com-
pared to healthy controls (Qiao et al., 2016) (14). Intertwined malfunctions have been observed
to be underlying pathophysiological association between DM and thyroid dysfunction. Therefore,
rs1800896 polymorphism and IL-10 level becomes interesting target in DM and Graves’ disease.
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Conclusion

We report an adult male patient with Graves’ disease and diabetes who has GG geno-
type in IL-10 gene promoter polymorphism, rs1800896. The polymorphism might contribute to
co-occurrence of Graves’ disease and T2DM. This is a preliminary report from an ongoing study
analysing relationship between rs1800896 polymorphism and clinical & complication profile of
T2DM patients in Pekanbaru.
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ABSTRAK

Infeksi oportunistik (I0) adalah infeksi yang terjadi karena penurunan sistem kekebalan tubuh yang
biasanya tidak bersifat invasif, namun dapat menyebabkan kondisi yang serius pada orang den-
gan sistem imun yang rendah seperti pada penderita HIV/AIDS. Giardia lamblia merupakan
salah satu protozoa usus oportunistik yang terdapat pada manusia dan hewan, dimana pada
individu dengan imunodefisiensi dapat mengakibatkan diare kronis, sehingga menjadi dehi-
drasi dan malnutrisi yang dapat meningkatkan mortalitas dan morbiditas pada penderita HIV.
Penelitian observasional dengan desain cross sectional pada 50 sampel feses penderita HIV/
AIDS dengan jumlah sel CD4 <350 sel/uL. Pemeriksaan Giardia lamblia dilakukan secara
mikroskopis dengan modifikasi pewarnaan Ziehl Neelsen di Laboratorium Parasitologi dan
secara molekuler dengan PCR di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas
Andalas, jumlah sel CD4 diperoleh dari rekam medis dan analisa data menggunakan uji Chi
Square. Diperoleh hasil 1 responden (2%) (CD4 <200 sel/uL) positif terinfeksi Giardia lamblia
dengan nilai p=1,000 (p>0,05), dan responden dengan jumlah sel CD4 <200 sel/uL 0,960 kali
lebih berisiko terinfeksi Giardia lamblia dibandingkan dengan pasien dengan jumlah sel CD4
>200 sel/uL. Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa tidak terdapat hubungan yang
signifikan (p=1,000) antara jumlah sel CD4 dengan infeksi Giardia lamblia.

Kata Kunci: Giardia lamblia, HIV/AIDS, sel T CDA4.

ABSTRACT

Opportunistic infections (Ols) are infections that occur due to an immune system that does not
involve invasive, but can affect conditions that occur in people with a low immune system in peo-
ple with HIV / AIDS. Giardia lamblia is one of the opportunistic intestinal protozoa that exist in
humans and animals, whereas in individuals with immunodeficiency, it can be chronic diarrhea,
thus becoming dehydrated and malnourished which can increase mortality and morbidity in HIV
patients. Observational study with cross-sectional design on 50 fecal samples of HIV / AIDS pa-
tients with CD4 counts <350 cells / ul. Giardia lamblia research was carried out microscopically
with modified Ziehl Neelsen staining in the Parasitology Laboratory and molecularly with PCR
in the Microbiology Laboratory of the Faculty of Medicine, Andalas University, CD4 cell counts
were obtained from medical records and data analysis using the Chi Square test. 2% (CD4 <200
cells / uL) positive results obtained infected with Giardia lamblia with a value of p = 1,000 (p>
0.05), and respondents with a CD4 cell count <200 cells / uL 0.960 times more risk of being in-
fected with Giardia lamblia compared with patients with a CD4 cell count >200 cells / pL. From
the results of this study it can be concluded that there is a significant relationship (p = 1,000)
between CD4 cell counts with Giardia lamblia infection.

Keywords: Giardia lamblia, HIV/AIDS, CD4 T cells.
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PENDAHULUAN

Infeksi oportunistik (I0) adalah infeksi yang terjadi karena penurunan sistem kekebalan
tubuh, biasanya tidak bersifat invasif, tetapi dapat berakibat fatal pada orang dengan sistem imun
yang rendah seperti pada orang yang terinfeksi HIV/AIDS.! HIV (Human Immunodeficiency Vi-
rus) merupakan virus yang dapat menyebabkan acquired immunodeficiency syndrome, atau dike-
nali sebagai AIDS. Target infeksi HIV adalah sel limfosit T CD4, maka akan terjadi penurunan
jumlah dan fungsi sel T CD4 akibat efek sitopatik infeksi HIV, yang menyebabkan kegagalan
fungsi imun spesifik dan non spesifik pada penderitanya, serta menghasilkan kerentanan terhadap
berbagai infeksi dari berbagai mikroorganisme.?

Data dari WHO dan UNAIDS tercatat bahwa telah terjadi peningkatan kasus HIV/AIDS di
dunia. Pada tahun 2017 ditemukan sekitar 36,9 juta kasus dengan penderita HIV baru sebanyak
1,8 juta pasien, dan 940.000 pasien meninggal akibat AIDS.>* Untuk laporan kasus infeksi HIV
di Indonesia juga mengalami peningkatan salah satunya di Sumatera Barat. Menurut Dinas Kes-
ehatan Provinsi Sumatera Barat dari tahun 2002-2015 tercatat sebanyak 1435 kasus dan AIDS
sebanyak 1346 kasus. Pada tahun 2017 tercatat sebanyak 418 kasus HIV dan AIDS sebanyak 151
kasus, dan terhitung dari tahun 2002 sampai tahun 2018 tercatat sudah 1890 orang yang terinfeksi
HIV/AIDS di Sumatera Barat.’

Peningkatan kasus HIV/ AIDS diikuti dengan meningkatnya jumlah kasus infeksi opor-
tunistik. Salah satu manifestasi klinis infeksi oportunistik yang masih menyebabkan tingginya
angka morbiditas dan mortalitas pada penderita HIV/ AIDS adalah diare. Berdasarkan laporan
surveilans AIDS Departemen Kesehatan RI dari tahun 1987 sampai Juni 2017, kasus infeksi
oportunistik tertinggi adalah TBC sebesar 48%, kemudian diikuti dengan diare sebesar 38% dan
kandidiasis sebesar 14%.% Salah satu agen utama penyebab diare pada pasien HIV/ AIDS adalah
parasit intestinal. Protozoa usus yang sering menyebabkan penyakit pada pasien HIV adalah
Entamoeba histolytica, dan Giardia lamblia.” Berdasarkan klasifikasi menurut WHO, bahwa
penderita HIV dengan jumlah CD4< 350 sudah memasuki stadium lanjut dan sudah menimbulkan
infeksi oportunistik dan asimtomatik.?

Giardia lamblia adalah protozoa yang memiliki flagella dengan dua bentuk: trofozoit dan
kista. Bentuk infeksi dan tahan lingkungan adalah kista.® Infeksi Giardia lamblia dilaporkan ada-
lah kejadian yang sering di antara pasien AIDS, terutama pada tahap penyakit yang paling lanjut
pada penelitian orang dewasa.’ Penelitian pada orang dewasa yang terinfeksi HIV dari bebera-
pa negara bahwa risiko infeksi Giardia dan tingkat keparahan penyakit akan meningkat dengan
meningkatnya penekanan kekebalan dan jumlah CD4 yang lebih rendah.'

Seiring dengan peningkatan kasus HIV/AIDS di Indonesia dan diare kronis sebagai salah satu
infeksi oportunistik yang paling sering ditemukan, kejadian infeksi Giardia lamblia perlu mendapat
perhatian khususnya di Sumatera Barat. Oleh karena itu peneliti tertarik untuk meneliti hubungan
jumlah sel CD4 dengan infeksi Giardia lamblia pada penderita HIV/AIDS di Sumatera Barat.

BAHAN DAN METODE

Jenis penelitian ini adalah observasional dengan desain cross sectional study untuk meng-
etahui hubungan jumlah sel CD4 dan infeksi parasit Giardia lamblia pada penderita HIV/AIDS
di Sumatera Barat. Penelitian dilakukan pada bulan Maret-Juli 2019 dan pengambilan sampel
dilakukan di RSUP Dr. M.Djamil Padang. Jumlah sampel yang termasuk kriteria inklusi dan eksk-
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lusi adalah 50 sampel. Sampel diperiksa dengan pemeriksaan secara mikroskopis dan molekuler.
Pemeriksaan secara mikroskopis dilakukan di Laboratorium Parasitologi, dan pemeriksaan secara
molekuler di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Andalas. Pemeriksaan
mikroskopis dilakukan dengan modifikasi pewarnaan Ziehl Neelsen, dimana ada modifikasi zat
warna dan waktu pada prosedur kerja. Sampel feses yang dikumpulkan dilakukan pewarnaan dan
diperiksa dibawah mikroskop untuk mendeteksi Giardia lamblia. Pemeriksaan dilakukan den-
gan perbesaran 1000x menggunakan minyak emersi. Kemudian pemeriksaan secara molekuler
dilakukan dengan PCR. Primer yang digunakan adalah MAH433F dan MAH592R dengan ukuran
hasil amplifikasi PCR yang digunakan 218 bp.

HASIL DAN DISKUSI

Pada penelitian ini didapatkan data dari Poli VCT RSUP Dr. M.Djamil bahwa dari 50 re-
sponden sebagian besar laki-laki dengan jumlah responden 37 orang (74%), jumlah CD< 200 sel/
uL sebanyak 25 orang (50%) dan >200 sel/uL sebanyak 25 orang (50%). Reseponden dengan ge-
jala diare 4 orang (8%) dengan riwayat diare dalam 2 minggu terakhir sebanyak 11 orang (22%).

Tabel 1. Jumlah dan Rata-rata CD4 Responden

Karakteristik Mean + SD Minimal Maksimal
CD4 (sel/uL) 204,52 £ 108,967 5 350

Dari table diatas menunjukkan bahwa rata-rata jumlah sel CD4 responden adalah 204,52 +
108,967 sel/uL, dengan jumlah sel CD4 terendah 5 sel/uL dan tertinggi 350 sel/uL.

Tabel 2. Hubungan Jumlah CD4 dengan infeksi Giardia lamblia secara Mikroskopis

Kriteria Pasien Hasil Total (%) P OR 95%Cl
Positif (%) Negatif (%) n=>50
CD4 <200 sel/uL. 1 (2%) 24 (48%) 25 (50%) 0,886 —
1,000 0,960 ’
CD4 >200 sel/uL 0 (0%) 25 (50%) 25 (50%) 1,040
Total 1 (2%) 49 (98%) 50 (100%)

Berdasarkan dari penelitian yang dilakukan, pemeriksaan Giardia lamblia secara mikrosko-
pis (Tabel 2 dan Gambar 1) didapatkan total positif 1 responden (2%) dengan jumlah sel CD4
<200 sel/pL. Uji statistik menunjukkan bahwa tidak terdapat hubungan yang signifikan antara
jumlah sel CD4 dengan infeksi Giardia lamblia, didapatkan OR=0,960 yang dimana pasien den-
gan jumlah sel CD4 <200 sel/uL 0,960 kali lebih berisiko terinfeksi Giardia lamblia dibandingkan
dengan pasien dengan jumlah sel CD4 >200 sel/uL.
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Gambar 1. Hasil Pemeriksaan Mikroskopis Positif Giardia lamblia

Tabel 3. Hubungan Jumlah CD4 dengan infeksi Giardia lamblia secara Molekuler

Kriteria Pasien Hasil Total (%)
Positif (%) Negatif n=>50
(%)
CD4 <200 sel/uL. 0 (0%) 25 (50%) 25 (50%)
CD4 >200 sel/uL 0 (0%) 25 (50%) 25 (50%)
Total 0 (0%) 50 (100%) 50 (100%)

Berdasarkan dari penelitian yang dilakukan, pemeriksaan Giardia lamblia secara moleku-
ler (Tabel 3) tidak ditemukannya hasil yang positif. Pada tahap PCR menggunakan primer
MAH433F MAHS592R, pemilihan primer ini berdasarkan penelitian-penelitian sebelumnya men-
gatakan primer ini merupakan primer yang dapat mendiagnosis Giardia lamblia dimana akan ter-
lihat pita DNAnya pada 218bp." Sebanyak 5 sampel terlebih dahulu diamplifikasi menggunakan
primer MAH433F MAH592R. ' Hasil yang diperoleh yaitu tidak adanya sampel yang positif
Giardia lamblia pada 218bp. Hal ini dicurigai karena komponen master mix yang dibuat adalah
setengah reaksi, sehingga pada pemeriksaan selanjutnya menggunakan komponen satu reaksi.
Selanjutnya dilakukan amplifikasi menggunakan komponen master mix satu reaksi. Namun hasil
yang diperoleh yaitu tidak adanya sampel yang positif Giardia lamblia pada 218bp. Kembali di-
curigai pada suhu annealing yang kurang tepat, sehingga dilanjutkan dengan PCR Gradient untuk
melihat suhu yang tepat untuk amplifikasi DNA.

Pada tahap PCR Gradient menggunakan volume komponen yang sama dengan PCR se-
belumnya, dan suhu annealing diatur 50-60°C selama 35 siklus. Setelah selesai dilakukan PCR
Gradient selanjutnya hasil amplifikasi dielektroforesis. Namun hasil yang diperoleh yaitu tetap
tidak adanya terlihat pita pada hasil elektroforesis. Sehingga hal ini dicurigai adanya pengaruh
dari master mix PCR yang digunakan.

Negatif palsu juga dapat terjadi karena konsentrasi master mix yang berbeda,. Sesuai den-
gan penelitian Rochelle yang melakukan optimasi deteksi Giardia lamblia pada sampel air, pene-
litian tersebut menggunakan variasi jumlah kista per reaksi dan variasi jumlah MgCl, pada master
mixnya. Hasil penelitian tersebut terlihat adanya perbedaan hasil dengan variasi tersebut, dimana
reaksi dengan jumlah kista yang tertinggi akan terlihat pita DNA nya, sedangkan konsentrasi yang
hanya berbeda sedikit tidak terlihat pita DNA nya. Variasi MgCl, pada master mix juga sangat
berpengaruh. Maka hasil negatif yang diperoleh bisa dapat terjadi karena konsentrasi kista yang
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rendah dikarenakan hanya 1 kista yang ditemukan melalui pemeriksaan mikroskopis dan kurang
sensitifnya primer, sehingga akan sulit dilakukan walaupun dengan konsentrasi template DNA
yang tinggi sekalipun dan perlu adanya pengulangan berulang dengan komponen master mix
yang berbeda-beda, serta optimasi suhu yang berulang.

KESIMPULAN

Jumlah sel CD4 terendah 5 sel/uL dan tertinggi 350 sel/pl pada penderita HIV/AIDS dengan
rerata 204,52 £ 108,967 sel/uL. Tidak terdapat hubungan yang signifikan antara jumlah sel CD4
dengan infeksi Giardia lamblia.
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Kode Makalah : IndBio 007

ANALISIS INTERLEUKIN 1P rs1143643 SEBAGAI POLIMORFISME GEN
SITOKIN DENGAN SEPSIS NEONATORUM

Mustarim!, Seruni Estari?

RSUD Raden Mattaher Jambi — Fakultas Kedokteran Universitas Jambi

Abstrak

Sepsis neonatorum merupakan permasalahan dalam bidang kesehatan karena menyebabkan mor-
biditas dan mortalitas yang serius di unit perawatan neonatus. Kerentanan neonatus untuk men-
galami sepsis berasal dari imaturitas perkembangan sistem imunitas dan faktor risiko lingkungan
yang dapat menyebabkan infeksi. Tujuan penelitian ini adalah untuk menemukan hubungan IL13
rs1143643 dengan kejadian sepsis neonatorum. Penelitian ini merupakan penelitian observasion-
al dengan desain penelitian potong lintang menggunakan sampel DNA genomik bayi sepsis dan
nonsepsis yang disimpan berdasarkan standar penyimpanan material genetik di Laboratorium
Biomedik FK UNAND. Material penelitian ini merupakan bagian dari penelitian sebelumnya
oleh Dr. dr. Prambudi. Metode penelitian yang dilakukan meliputi pemeriksaan PCR, sekuensing
dan analisis bioinformatika. Hasil penelitian ini menunjukkan polimorfisme gen IL1f rs1143643
C>T berhubungan dengan kejadian sepsis neonatorum [p = 0.017; OR 2.78 (1.29-5.21)] dan sig-
nifikan secara statistik. Hampir separuh polimorfisme gen adalah CT (heterozigot) (48.33%), TT
(homozigot) (26.67%) dan CC (wild type) (25.00%). Kesimpulan penelitian ini adalah polimorf-
isme gen IL1P rs1143643 C>T berhubungan dengan insidensi sepsis neonatorum, dan hasil ini
berpotensi digunakan sebagai biomarker suatu populasi yang memungkinkan diagnosis dini dan
rencana tatalaksana spesifik untuk prediksi akurat prognosis pasien.

Kata kunci : sepsis neonatorum, single nucleotide polymorphism, IL1, polimorfisme gen

Pendahuluan

Sepsis neonatorum merupakan masalah dalam bidang kesehatan, karena menyebabkan
morbiditas dan mortalitas yang cukup serius pada unit perawatan intensif neonatus. Kerentanan
neonatus yang terjadi akibat imaturitas perkembangan respon imun maupun akibat faktor risiko
maternal dan lingkungan dapat menimbulkan infeksi, serta bayi yang sangat prematur (<32 ming-
gu usia gestasi) juga berisiko terkena infeksi akibat rawat inap rumah sakit yang berkepanjangan
maupun akibat regulasi imun yang imatur.! World Health Organization (WHO) memperkirakan
1 juta kematian tiap tahunnya akibat sepsis neonatorum dan 42% dari kematian tersebut terjadi
dalam minggu pertama kehidupan.? Jumlah kematian neonatus di Indonesia karena infeksi sangat
besar. Berdasarkan estimasi angka kelahiran 4,5 juta/tahun, angka kematian 19/1000 lahir hidup,
dan proporsi kematian karena infeksi 15% (sepsis neonatorum 11% dan pneumonia 4%) maka
kematian karena infeksi adalah 128.250 neonatus/tahun, yang terdiri dari kematian karena sepsis
neonatorum 94.050 neonatus dan pneumonia 34.200 neonatus.?
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Sepsis neonatorum diklasifikasikan menjadi sepsis neonatorum awitan dini (SNAD) dan
sepsis neonatorum awitan lambat (SNAL) berdasarkan usia awitan dan waktu episode sepsis.
Manifestasi klinis SNAD biasanya muncul dalam waktu 72 jam pertama kehidupan, diperoleh
sebelum atau selama kelahiran dan biasanya menunjukkan adanya transmisi vertikal antara ibu
dan bayi. SNAL muncul setelah kelahiran, atau lebih dari 3 hingga 7 hari, dan merupakan akibat
dari organisme yang diperoleh dari interaksi dari lingkungan rumah sakit atau dari komunitas.*
Respons terhadap infeksi bervariasi antar individu. Meskipun mendapatkan terapi yang sama
masing-masing individu memberikan respon yang berbeda, ada yang mengalami kesembuhan
dan sebaliknya. Hal ini dipengaruhi oleh virulensi kuman, banyaknya kuman penyebab dan kete-
patan waktu pemberian obat. Sebuah hipotesis genetic make up host/faktor genetik berperan pent-
ing dalam kerentanan terhadap sepsis. Hal ini menyebabkan bayi baru lahir memiliki risiko untuk
terjadinya sepsis/sepsis berat. Mengidentifikasi variasi genetik pada gen yang terlibat pada respon
sel yang terinduksi bakteri dan hal-hal yang berkaitan dengan patogenesis sepsis dapat membantu
mengklarifikasi patofisiologi dari sepsis pada kelompok pasien risiko tinggi. Hal ini bermanfaat
untuk pengembangan alat diagnostik baru, dan rencana tatalaksana spesifik dari prediksi yang
lebih akurat pada prognosis pasien.'

Dalam rangka mencari solusi penanganan kejadian sepsis neonatorum maka perlu dilakukan studi
lebih lanjut terhadap aspek-aspek sistem imun terutama terkait dengan proses inflamasi. Beberapa
gen dianggap berkaitan dengan hal tersebut dan belum pernah diteliti khususnya di Indonesia,
salah satunya adalah Inferleukin 1 Beta (IL1P) Rs1143643. Sitokin IL1p merupakan mediator
proinflamasi selama kejadian infeksi yang banyak diproduksi oleh sel mononuklear dan dapat
mempengaruhi organ secara langsung atau secara tidak langsung melalui mediator sekunder. Pe-
nelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan IL1p rs1143643 dengan kejadian sepsis neo-
natorum

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian observasional dengan desain cross-sectional compara-
tive study. Populasi dari penelitian ini adalah ekstraksi DNA genomik bayi sepsis yang tersimpan
sesuai standar penyimpanan material genetik di Laboratorium Biomedik FK UNAND. Bahan
penelitian ini merupakan bagian dari penelitian terdahulu oleh Dr. dr. Prambudi terhadap bayi
dengan dugaan sepsis, dan sebagai kontrol diambil dari ekstraksi DNA dari bayi non sepsis. Pada
tahap awal penelitian dilakukan kegiatan analisis lebih lanjut dilakukan kontrol/verifikasi terha-
dap kualitas DNA sampel menggunakan metode elektroforesis.

Sampel yang digunakan adalah sampel dengan ekstraksi DNA yang masih baik, memiliki data
klinis yang lengkap dan memiliki pita DNA yang masih baik. Sampel yang sudah rusak dieksklusi
dari penelitian. Setelah dilakukan pemilihan sampel menggunakna simple random sampling, di-
peroleh 30 sampel neonatus yang terbukti sepsis neonatorum dan 30 sampel neonatus yang tidak
terbukti sepsis neonatorum (kontrol).
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Hasil dan Pembahasan
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Gambar 1. Elektroforegram Hasil PCR IL1p. Terlihat subjek penelitian berada pada 597

48

bp, sesuai dengan primer.

n, pms POPSR—— T e i L . Ll ST

Gambar 2. Hasil multiple alignment sekuens gen IL1§



Prosiding Ilmiah Kongres, Temu IImiah KIBI, Workshop

dan Pengabdian Masyarakat, 2019 30 Oktober - 2 November 2019

Pada penelitian ini dilakukan analisis modelling protein/struktur 3 dimensi pada IL1p dan
prediksi binding protein, dimana dari hasil tersebut tidak terjadi perubahan asam amino meskipun
terdapat perubahan nukleotida, sehingga bentuk proteinnya tetap sama.

Gambar 3. Hasil analisis modelling protein/struktur 3 dimensi IL1p. Permukaan biru
mewakili sifat hidrofilik. Permukaan merah mewakili sifat hidrofobik. Selain itu bersifat
netral. Garis hijau terang mewakili daerah binding.

Tabel 1. Hubungan polimorfisme gen IL1P rs1143643 C>T dengan sepsis neonatorum

Kelompok OR
- : : :
IL1B rs1143643 C>T Tldak.Seps1s Se1?s1s P (95% CI)
Frekuensi % Frekuensi %
Wild Type 12 80,00 3 20,00 0,017 2.78
Mutan 18 40,00 27 60.00 (1.29-5.21)

Pada Tabel 1 terlihat bahwa dari keseluruhan subjek, 20,00% subjek mengalami sepsis dan
tidak mengalami mutasi gen IL1f rs1143643 C>T, dan 60,00% mengalami sepsis dan mutasi gen
IL1P rs1143643 C>T, dan secara statistik terdapat hubungan yang signifikan antara mutasi gen
IL1B rs1143643 C>T dengan kejadian sepsis neonatorum, ditunjukkan dengan nilai p=0,017 (p
value <0.05; OR 2.78 [1.29-5.21]).

Interleukin 1B merupakan sitokin pro-inflamasi kunci yang diproduksi secara dini se-
bagai respon terhadap invasi mikroba dan memainkan peran penting dalam patogenesis sepsis
dan syok sepsis. Molekul tersebut menstimulasi produksi prostaglandin dan nitrit oksida, dua
mediator vasodilatasi yang ditemukan pada sepsis. Genotipe CT dan TT gen IL1 rs1143643
berhubungan dengan peningkatan risiko keseluruhan terjadinya sepsis yang signifikan. Tiga po-
limorfisme IL1P rs1143634, rs1143633 dan rs1143643 berhubungan dengan risiko asma alergi
(»=0.034, OR=1.523; p=0.024, OR=1.471; p=0.044, OR=1.420).> Namun dalam penelitian lain,
tidak ditemukan adanya hubungan antara polimorfisme gen IL1[ dengan terjadinya sepsis.® Keti-
daksesuaian ini bisa jadi karena perbedaan definisi sepsis dan keparahannya, dan pada beberapa
karakteristik umum subyek disertakan meliputi etnis dibandingkan dengan yang digunakan di
penelitian sebelumnya
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Kesimpulan

Penelitian ini menemukan adanya hubungan yang bermakna secara statistik antara poli-
morfisme gen IL1P rs1143643 dengan kejadian sepsis neonatorum, diduga ada bagian tertentu
di sepanjang molekul IL1 yang kemungkinan juga mengalami perubahan dari tipe liar (wild).
Namun penelitian ini hanya melakukan analisis pada satu lokus yakni lokus rs1143643, sedang-
kan 14 lokus lainnya dari gen IL1p tidak dianalisis. Bisa jadi, SNP yang memberikan dampak
yang berhubungan nyata dengan kejadian sepsis neonatorum terjadi pada salah satu dari 14 lokus
yang tidak dianalisis dalam penelitian ini. Untuk menyelidiki lebih lanjut mengenai hal tersebut,
disarankan untuk dilakukan penelitian berikutnya yang menyelidiki lokus gen IL1p mana yang
berhubungan nyata dengan kejadian sepsis neonatorum.

Ucapan Terima Kasih
Penulis mengucapkan banyak terimakasih kepada seluruh pihak dan instansi yang sangat
membantu selesainya penelitian ini.
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ABSTRACT

Infeksi oportunistik adalah infeksi yang terjadi akibat adanya penurunan sistem kekebalan tubuh.
Infeksi ini dapat berakibat fatal pada orang dengan system kekebalan tubuh yang lemah teruta-
ma penderita HIV/AIDS. Cryptosporidium sp.merupakan salah satu protozoa usus oportunis-
tik yang pada umumnya asimtomatik dan bersifat self limited pada individu imunokompeten,
namun pada individu dengan defisiensi imun seringkali mengakibatkan diare kronis, sehingga
menyebabkan dehidrasi dan malnutrisi yang dapat meningkatkan mortalitas dan morbiditas pada
penderita HIV. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan jumlah sel CD4 dan riwayat
diare dengan infeksi Cryptosporidium sp pada penderita HIV/AIDS di Sumatera Barat. Pene-
litian observasional dengan desain cross sectional pada 50 sampel feses penderita HIV/AIDS.
Pemeriksaan Cryptosporidium sp. dilakukan dengan pewarnaan Ziehl Neelsen dan pemeriksaan
molekuler menggunakan PCR, dan analisa data menggunakan uji Chi Square. Hasil menunjukkan
2 responden (4%) positif terinfeksi Cryptosporidium sp., tidak terdapat hubungan yang signifikan
antara jumlah sel CD4 dengan infeksi Cryptosporidium sp.p=0,490 (p>0,05). Adanya perbedaan
yang signifikan antara rata-rata jumlah sel CD4 pada responden yang positif terinfeksi dengan
responden tidak terinfeksi, p=0,001 (»>0,05). Adanya hubungan yang signifikan antara infeksi
Cryptosporidium sp. dengan riwayat diare, p=0,045 (p>0,05).

Kata Kunci: Cryptosporidium sp., HIV/AIDS, sel T CDA4.

ABSTRAK

Opportunistic infections are infections that occur due to a decrease in the immune system. This in-
fection can be fatal in people with weakened immune systems, especially people with HIV/AIDS.
Cryptosporidium sp. is one of the opportunistic intestinal protozoa that is generally asymptomatic
and is self-limited in immunocompetent individuals, but in individuals with immune deficiency
often results in chronic diarrhea, causing dehydration and malnutrition which can increase mor-
tality and morbidity in HIV patients. This study aims to examine the association of amount of
CD4 cell and history of diarrhea with Cryptosporidium sp infection in HIV/AIDS patients in West
Sumatera. Observational study with cross sectional design on 50 fecal samples of HIV/AIDS
patients. Cryptosporidium sp. performed by Ziehl Neelsen staining and molecular examination
using PCR, and data analysis using Chi-Square test. The results obtained 2 respondents (4%)
positive infected with Cryptosporidium sp., There was no significant relationship between CD4
cell counts with Cryptosporidium sp.infection, p-value = 0.490 (p> 0.05). There was a significant
difference between the average number of CD4 cells in respondents who were positively infected
and those who were not infected, p-value=0.001 (p> 0.05). There is a significant relationship be-
tween Cryptosporidium sp. with a history of diarrhea, p-value=0.045 (p> 0.05).

Keywords: Cryptosporidium sp., HIV/AIDS, CD4 T cells.
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PENDAHULUAN

Infeksi oportunistik adalah infeksi yang terjadi akibat adanya penurunan system kekebalan
tubuh.'Infeksi tersebut umumnya tidak menyebabkan penyakit pada orang dengan system keke-
balan tubuh yang normal, namun dapat berakibat fatal pada orang dengan system kekebalan tubuh
yang lemah seperti pada penderita HIV/AIDS. HIV adalah sejenis virus yang menyerang system
kekebalan tubuh manusia. Sel limfosit T CD4 merupakan sel target infeksi HIV, penurunan jum-
lah dan fungsi sel T CD4 akibat efek sitopatik infeksi HIV, dengan menurunnya status imun
(CD4) maka berbagai mikroorganisme seperti bakteri, virus, dan protozoa cenderung tumbuh dan
berkembangbiak menimbulkan infeksi sekunder bahkan infeksi jamur.?

Menurut data dari UNAIDS terjadi peningkatan kasus HIV/AIDS di dunia. Pada tahun
2017 ditemukan sekitar 36,9 juta kasus, dengan penderita HIV baru sebanyak 1,8 juta pasien,
dan 940.000 pasien meninggal akibat AIDS. Angka kejadian HIV/AIDS di kawasan Asia Pasifik
tercatat pada tahun 2017 sebanyak 5,2 juta kasus, dengan penderita HIV baru sebanyak 280.000
pasien, dan 170.000 pasien meninggal akibat AIDS. Jumlah kumulatif infeksi HIV di Indonesia
yang dilaporkan sampai dengan Juni 2018 sebanyak 640.443 jiwa, 49.000 pasien merupakan
penderita baru dan 39.000 dilaporkan meninggal akibat AIDS, jumlah ini mengalami peningkatan
jika dibandingkan dengan 10 tahun terakhir, sementara Sumatera Barat berada pada urutan kese-
belas. Laporan kasus infeksi HIV oleh Dinas Kesehatan Provinsi Sumatera Barat sampai dengan
tahun 2015 sebanyak 1435 kasus dan 1346 diantaranya mengidap AIDS, sedangkan pada tahun
2017 tercatat sebanyak 563 kasus dan AIDS sebanyak 267 kasus. Total penderita HIV di Suma-
tera Barat sampai dengan tahun 2018 yaitu 1890 pasien. Berdasarkan laporan Dinas Kesehatan
Kota Padang tahun 2018, pada tahun 2017 ditemukan kasus HIV sebanyak 370 kasus, jumlah
kasus HIV/AIDS meningkat jika dibandingkan tahun 2016 yaitu sebanyak 300 kasus dan 30%
dari kasus tersebut disebabkan oleh Lelaki Seks Lelaki (LSL). Kasus AIDS sebanyak 93 kasus
dan juga mengalami peningkatan dari tahun sebelumnya sebanyak 56 kasus.>*

Saat ini HIV memiliki jumlah kematian yang tinggi, dimana yang dapat mengancam
hidup penderita HIV tidak hanya dari virus sendiri, namun infeksi oportunistik tetap menjadi
penyebab utama dari morbiditas dan mortalitas penderitayang terinfeksi HI'V. Infeksi opurtu-
nistik dapat disebabkan oleh bakteri, virus, jamur, dan parasit.>

Kriptosporodiosis adalah penyakit zoonosis yang disebabkan oleh parasit dari genus Cryp-
tosporidium yang merupakan organisme patogen. Cryptosporidium sp. dapat menyebabkan diare
akut pada manusia atau hewan dengan cara menginfeksi usus halus. Pada individu dengan de-
fisiensi imun seringkali mengakibatkan gejala ringan sampai berat mengakibatkan diare kronis
dan peningkatan angka kematian penderita HI'V karena berperan dalam infeksi oportunistik pada
penderita AIDS.¢

Pada penelitian Wahdini dkk (2016), Cryptosporidium sp.merupakan parasit terbanyak
yang ditemukan pada feses pasien HIV. Pada penelitian Masarat (2012) ditemukan 80% kasus
kriptosporidiosis pada pasien HIV. Pada tahun 2017 pemeriksaan Cryptosporidium sp. pada pa-
sien HIV/AIDS di RSUP Dr. M. Djamil Padang mengenai hubungan jumlah CD4 dengan infeksi
Cryptosporidium sp. melalui pemeriksaan mikroskopis didapatkan sebanyak 22 dari 42 sampel
terdeteksi ookista Cryptosporidium sp. Dari penelitian tersebut juga didapatkan kecenderungan
terjadinya infeksi tersebut berbanding lurus dengan semakin rendahnya jumlah CD4.7% Peneli-
tian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan jumlah sel CD4 dan riwayat diare dengan infeksi
Cryptosporidium sp pada penderita HIV/AIDS di Sumatera Barat.

52



Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop

dan Pengabdian Masyarakat, 2019 30 Oktober - 2 November 2019

Metode

Sampel feses pasien HIV/AIDS RSUP Dr. M. Djamil Padang, metanol, carbolfuchsin pe-
kat, asam alkohol 3%, malachite 2,5%, QIAamp Fast DNA Stool Mini kit Qiagen®, Etanol 96%,
Cry-15 Cry-9 primer, Air bebas Nuklease, GoTaq® Green Master Mix Promega, Agarose, TBE
Buffer, Biotium® Gel Green Nucleic Acid Stain, Thermo Scientific® Loading die, dan Thermo
Scientific® Gene Ruler 100bp DNA Ladder.

Pemeriksaan mikroskopis dengan Ziehl Neelsen: Preparat disapukan ke objek glass, difik-
sasi dengan methanol selama 5 menit. Carbolfuchsin pekat diteteskan selama 15 menit lalu cuci
dengan air mengalir, larutan asam alkohol (HCl-metanol) diteteskan selama 3 menit. Larutan
malachite selama diteteskan 30 detik. Preparat dicusi kembali dengan air mengalir, dikeringkan,
dan diperiksa di bawah mikroskop. Ookista akan tampak berwarna merah muda hingga merah
dengan ukuran 4-6 um.

Pemeriksaan molekuler dengan PCR dengan tahapan : isolasi DNA menggunakan QIAamp
Fast DNA Stool Mini kit, lalu isolate DNA diamplifikasi menggunakan PCR (denaturasi awal
94°C 5 menit; denaturasi 94°C 50 detik; Annealing 52°C 30 detik; Extension 72°C 50 detik, 30
siklus), lalu elektroforesis selama 30 menit dengan kekuatan 200 volt dan kecepatan 72 ampere.

Hasil dan Pembahasan

Pada penelitian ini telah diperoleh 50 responden penderita HIV/AIDS dari Poli VCT RSUP
Dr. M. Djamil Padang. Distribusi pasien dengan jumlah CD4 <200 sel/uL sebanyak 25 orang
(50%) dan>200 sel/puL sebanyak 25 orang (50%), dengan jumlah CD4 terendah yaitu 5 sel/uL,
responden dengan gejala diare sebanyak 4 orang (8%), dan dengan riwayat diare dalam 2 minggu
terakhir sebanyak 11 orang (22%). Pada penelitian ini, responden yang positif infeksi Cryptospo-
ridium sp. memiliki riwayat diare dalam 2 minggu terakhir.

Pada penelitian ini diperoleh hasil pemeriksaan Cryptosporidium sp. Secara mikroskopis
(gambar 1, Tabel 1) didapatkan total positif 2 responden (4%) dengan jumlah sel CD4 <200 sel/
pL. Uji statistik menunjukkan tidak terdapat hubungan yang signifikan antara jumlah sel CD4
dengan infeksi Cryptosporidium sp., pasien dengan jumlah sel CD4 <200 sel/uL 0,920 kali leb-
ih berisiko terinfeksi Cryptosporidium sp. dibandingkan dengan pasien dengan jumlah sel CD4
>200 sel/uL.
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Tabel 1.Hubungan Jumlah CD4 dengan infeksi Cryptosporidium sp.

Kriteria Pasien Hasil Total (%) P OR 95%Cl1

Positif  Negatif n=50
(%) (%)

CD4
<200 sel/ul 2 (4%) 23 (46%) 25(50%)
- C]S)€4 g 0,490 0,920 0,820-1,033
0(0%) 25(50%) 25 (50%)
>200 sel/uL.
Total 2 (4%) 48 (96%) 50
(100%)
L
; ’% o =
. b i 19
e i 4 - .

Gambar 1. Hasil Mikroskopis Positif infeksi Cryptosporidium sp.

Tabel 2. Hubungan Infeksi Cryptosporidium sp.dengan Riwayat Diare

Hasil Riwayat Diare Total (%) P OR 95%Cl
Ada Tidak Ada  n=50

Positif (%)  2(4%)  0(0%) 2 (4%)
Negatif (%) 9 (18%) 39 (78%) 48 (96%)
Total 11(22%) 39 (78%) 50 (100%)

0,045 0,818 0,619-1,081

Pada penelitian ini, responden yang memiliki riwayat diare dalam 2 minggu terakhir positif
terinfeksi Cryptosporidium sp., 2 dari 50 responden (4%) pada pasien dengan riwayat diare (<2
minggu) positif terinfeksi Cryptosporidium sp.(Tabel 2), berdasarkan uji statistic menunjukkan
adanya hubungan yang signifikan antara infeksi Cryptosporidium sp. Dengan riwayat diare, dan
responden yang terinfeksi Cryptosporidium sp. akan 0,818 kali lebih berisiko memiliki riwayat
diare dalam 2 minggu terakhir dibandingkan dengan responden yang tidak terinfeksi Cryptospo-

ridium sp.
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Kesimpulan

Rata-rata jumlah sel CD4 pada pasien HIV/AIDS di Sumatera Barat adalah 202,52 +

108,967 sel/uL, dengan jumlahsel CD4 terendah 5 sel/pL dan tertinggi 350 sel/pL. Tidak terdapat
hubungan yang signifikan antara jumlah sel CD4 dengan infeksi Cryptosporidium sp. Adanya
hubungan yang signifikan antara infeksi Cryptosporidium sp. dengan riwayat diare.
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ABSTRAK

Kusta adalah penyakit infeksi granulomatosa kronik disebabkan olehMycobacterium leprae, terutama
mengenai kulit dan saraf perifer serta menyebabkan kecacatan dan kerusakan fisik yang jelas. Identifikasi
dini kusta menjadi prioritas utama dalam mengontrol penyakit ini, serta merupakan strategi memutuskan
rantai penularan dan mencegah kecacatan fisik. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan
kadar Imunoglobulin-M anti Phenolic Glycolipid-1 dan Matrix Metalloproteinase 9 dengan tingkat
keparahan penyakit kusta. Penelitian ini merupakan penelitian observasional dengan desain potong
lintang. Sampel diambil dari darah vena penderita kusta multibasiler sebanyak 32 orang dan narakontak
serumah > 5 tahun sebanyak 32 orang. Pemeriksaan laboratorium hapusan sayatan kulit diperlukan
untuk mengetahui nilai Indeks Bakteri (IB). Kadar IgM anti PGL-1 dan MMP-9 diperiksa dengan
teknik ELISA. Hasil penelitian menunjukkan terdapat hubungan bermakna antara kadar IgM anti PGL-
1 dengan tingkat keparahan kusta yaitu narakontak dengan nilai IB > 3 dengan nilai p < 0,05 dan nilai
IB < 3 dengan nilai IB > 3 yang memiliki nilai p < 0,05. Hasil penelitian juga menunjukkan hubungan
bermakna antara kadar MMP-9 dengan tingkat keparahan kusta. Peranan IgM anti Phenolic Glycolipid-1
dan MMP-9 dalam kejadian kusta bermakna secara statistik dengan nilai p < 0,05, namun nilai p IgM
anti Phenolic Glycolipid-1< dibandingkan MMP-9. Kesimpulan penelitian adalah bahwa semakin tinggi
nilai IB maka kadar serum IgM anti Phenolic Glycolipid-1 semakin meningkat dan kadar serum MMP-9
semakin menurun. Faktor yang paling berperan dalam tingkat keparahan kusta adalah IgM anti PGL-1.

Kata kunci Tingkat keparahan kusta, indeks bakteri, [gM anti PGL-1, MMP-9

ABSTRACT

Leprosy is a chronic granulomatous infection caused by Mycobacterium leprae, affected skin and
peripheral nerves and cause disability and obvious physical damage. Early identification of lepro-
sy is still a mayor priority in controlling this disease, and become a strategy to break the transmis-
sion chain and prevent physical disability. This study aims to determine the relationship between
Immunoglobulin-M anti Phenolic Glycolipid-1 and Matrix Metalloproteinase 9 serum level with
leprosy severity. This study is an observational study with a cross-sectional design. Samples were
taken from venous blood of 32 multibacillary leprosy patients and 32 household contact. Slit Skin
smear is required to determine Bacterial Index (BI) value. IgM anti PGL-1 and MMP-9 level
were examined by ELISA technique. The results showed a significant correlation between IgM
anti PGL-1 level and leprosy severity; household contact with IB > 3 (p value < 0.05) and IB <3
with IB > 3 (p value <0.05). The results also showed a significant relationship between MMP-9
level and the severity of leprosy. The role of IgM anti-phenolic Glycolipid-1 and MMP-9 in the
incidence of leprosy was statistically significant with p value<0.05, but the p value of IgM an-
ti-phenolic Glycolipid-1 smaller than MMP-9. It can be concluded that the higher bacterial index
value, serum level of IgM anti-phenolic Glycolipid-1 will increase and MMP-9 serum level will
decrease. The most important factor in the severity of leprosy is anti-PGL-1 IgM.

Keywords: leprosy severity, bacterial Index, anti PGL-1 IgM, MMP-9
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Pendahuluan

Kusta masih menjadi masalah kesehatan masyarakat di berbagai negara.! Infeksi mikrobial
ini bersifat endemik pada lebih dari 15 negara dan dilaporkan sekitar 250.000 kasus kusta baru
setiap tahun dari seluruh dunia.??* Selama tahun 2012 dilaporkan kasus kusta baru sebanyak 232.857
kasus dan diperkirakan akan mencapai 4 juta kasus pada tahun 2020. Pada tahun 2013, Indonesia
menempati urutan ketiga di dunia setelah India dan Brazil dengan jumlah kasus kusta baru sebanyak
16.856 kasus dan jumlah kecacatan tingkat 2 di antara penderita baru sebanyak 9,86%.'* Pada
tahun 2015 dilaporkan 17.202 kasus baru kusta dengan 84,5% kasus di antaranya merupakan tipe
Multibasiler (MB). Angka cacat tingkat 2 pada tahun 2015 sebesar 6,60 per 1 juta penduduk.’

Kusta adalah penyakit infeksi granulomatosa kronik disebabkan oleh basil obligat intraseluler
Mycobacterium leprae (M leprae), terutama mengenai kulit dan saraf perifer serta dapat menyebabkan
kecacatan dan kerusakan fisik yang jelas.’ Kriteria diagnosis kusta menurut World Health Organization
(WHO) berdasarkan pada tiga gejala kardinal yaitu makula eritema atau hipopigmentasi yang mati
rasa, penebalan saraf perifer serta apusan basil tahan asam atau biopsi kulit yang positif. Klasifikasi
menurut WHO membedakan gambaran klinis kusta menjadi Kusta Multibasiler (MB) ditandai dengan
jumlah lesi kulit lebih dari lima dan Kusta Pausibasiler (PB) dengan jumlah lesi kulit kurang dari lima.?
Kusta multibasiler timbul pada penderita dengan respon imun seluler yang rendah terhadap M leprae,
sehingga memiliki beban basiler yang tinggi dan menjadi sumber infeksi.® Penderita kusta multibasiler
terutama bertanggung jawab untuk penularan M leprac pada daerah yang endemis. Narakontak
dengan kasus multibasiler dan tinggal serumah memiliki risiko empat kali lipat untuk menderita kusta
dibandingkan dengan kontak dengan kasus pausibasiler.’

Identifikasi dini kasus kusta masih tetap menjadi prioritas utama dalam mengontrol penyakit
ini, serta merupakan strategi untuk memutuskan rantai penularan dan mencegah kecacatan
fisik.2*Mycobacterium leprae tidak dapat dikultur secara in vitro; sehingga menemukan basil
tahan asam (BTA) dengan mikroskop tetap merupakan teknik diagnostik standard.®Tetapi, teknik
BTA memerlukan setidaknya 10* organisme per gram jaringan agar bisa terdeteksi.’

Phenolic-glycolipid 1 (PGL-1) sudah diketahui merupakan faktor virulensi yang sangat
penting. Biosintesis PGL ini melibatkan penambahan tiga basic sugar yaitu Rhamnosa, Rhamnosa
dan Glukosa yang dikatalisis oleh enzim metiltransferase.'® Phenolic-glycolipid 1 (PGL-1)
mampu memodulasi respon imun awal dari host yang dimediasi oleh domain trisakarida melalui
mekanisme yang belum sepenuhnya diketahui.!'Keberadaan antigen PGL-1 akan merangsang
pembentukan antibodi immunoglobulin M (IgM) anti PGL-1, antibodi inilah yang akan bereaksi
dengan antigen PGL-1 yang baru terbentuk. IgM anti PGL-1 berkaitan dengan banyaknya bakteri
M leprae pada penderita dan dapat berguna sebagai penentu diagnosis kusta.'?

Aktivitas MMP-9 yang diinduksi oleh TNF o dapat memicu kerusakan blood-nerve bar-
rier dan menarik makrofag ke dalam endoneurium.” Kadar serum MMP-9 yang tinggi telah di-
gunakan sebagai biomarker aktivitas penyakit."*Peningkatan ekspresi MMP-9 ditemukan pada
kondisi peningkatan fungsi makrofag dan sel epiteloid spektrum kusta kutub tuberkuloid; imun-
oreaktifitas menurun ke arah spektrum kusta kutub lepromatosa yang ditandai oleh adanya keru-
sakan fungsi histiosit dan reaktivitas akan meningkat kembali pada fibroblast di sekitar vaskulitis
pada reaksi eritema nodosum leprosum.'

Berdasarkan latar belakang di atas maka penelitian ini bertujuan untuk menganalisis
hubungan kadar IgM Anti Phenolic Glycolipid-1 dan Matriks Mettaloprotein-9 dengan tingkat
keparahan penyakit kusta.
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Metode

Penelitian dilaksanakan di Rumah Sakit Kusta Dr. Rivai Abdullah dan puskesmas Sukajadi
Kabupaten Banyuasin Propinsi Sumatera Selatan selama 4 bulan (Desember 2017-Maret 2018).
Penelitian ini sudah dilakukan uji kaji etik di Fakultas Kedokteran Universitas Andalas Padang
dan Lolos Kaji Etik (No: 531/KEP/FK/2017) pada 20 Desember 2017

Sampel diambil dari darah vena penderita kusta multibasiler dan narakontak yang tinggal
serumah lebih dari 5 tahun. Pasien yang diambil darah nya harus memenuhi diagnosis pasien
kusta sesuai kriteria WHO dan anggota keluarga yang tinggal serumah minimal 5 tahun. Berusia
18 - 60 tahun dan bersedia mengikuti penelitian ini, yang dinyatakan dengan menandatangani in-
formed consent setelah diberi penjelasan tentang prosedur penelitian. Penderita tidak sedang da-
lam keadaan sakit berat, tidak hamil dan menyusui, tidak ada riwayat asma, tuberculosis, penyakit
paru obstruktif kronik, Lupus Eritematosus dan Diabetes Melitus. Pada penelitian ini diperoleh
32 subjek kusta Multibasiler dan 32 subjek narakontak yang tinggal serumah. Sebanyak 17 sub-
jek kusta multibasiler didapatkan dari Rumah Sakit Kusta Dr. Rivai Abdullah dan 15 subjek dari
puskesmas Sukajadi Kabupaten Banyuasin, begitu juga untuk subjek narakontak. Pada penelitian
ini tingkat keparahan kusta dinilai dengan indeks bakteri (IB). Narakontak yang diikutsertakan
dalam penelitian ini mempunyai nilai IB = 0.

Pemeriksaan kadar MMP-9 dilakukan menggunakan Human Matrix Metalloproteinase 9
ELISA kit produksi Bioassay Technology Laboratory. Kit antibodi IgM anti PGL 1 dibuat oleh Lep-
rosy Lembaga Penyakit Tropik Universitas Airlangga. Pemeriksaan laboratorium hapusan sayatan
kulit diperlukan untuk memeriksa adanya Basil tahan asam (BTA), digunakan dalam penelitian ini
untuk mendiagnosis kusta sesuai dengan kriteria WHO. Pemeriksaan dilakukan pada dua tempat
pada penderita kusta, yaitu pada lesi kulit dan pada cuping telinga, dan kemudian hasilnya dibagi
rata. Dari hasil sayatan tersebut kemudian dilakukan pemeriksaan untuk mengetahui Indek Bakteri
(BI) dan Indek Morfologi (MI) melalui pewarnaan dengan menggunakan metode Ziehl Nielsen. BI
dihitung secara semi kuantitatif untuk menilai kepadatan BTA tanpa membedakan bentuk bakteri
solid ataupun non solid pada sebuah sediaan dengan nilai 0 — 6+ menurut skala Ridley. Penilaian
menurut skala logaritma Ridley adalah sebagai berikut : (Depkes, 2007)

Tabel 1 Indeks bakteri menurut skala Ridle

n Skala Interpretasi

1 0 tidak ada BTA dalam 100 lapangan pandangan (LP)
2 1+ 1 —10 BTA dalam 100 LP

3 2+ 1 — 10 BTA dalam 10 LP

4 3+ 1-10 BTA dalam 1 LP

5 4+ 11 — 100 BTA dalam 1 LP

6 5+ 101 — 1000 BTA dalam 1 LP

7 6+ > 1000 BTA dalam 1 LP

Data dianalisis secara komputerisasi. Data yang tidak normal, ditransformasi menggu-
nakan Log 10. Hasil data yang normal akan dianalisis dengan uji parametrik sedangkan data yang
tidak normal dilakukan uji non parametrik. Analisis bivariat dianalisis dengan independent T-test,
sedangkan analisis multivariat dianalisis dengan uji regresi logistik.
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Hasil dan Pembahasan
Karakteristik subjek penelitian

Penelitian ini menggunakan responden penderita kusta tipe MB sebanyak 32 orang dan nara-
kontak 32 orang yang terbagi ke dalam beberapa karakteristik yaitu umur, jenis kelamin, tingkat
pendidikan, pekerjaan. Adapun data karakteristik responden tersebut dapat dijelaskan pada tabel
2 berikut ini :

Tabel 2. Karakteristik demografi subjek penelitian

Karakteristik Narakontak Penderita Total
Subjek penelitian f (%) f (%) f (%)
Umur
< 20 tahun 1 3,1 5 15,6 96 9,4
21 — 30 tahun 7 21,9 28,1 16 25,0
31 — 40 tahun 8 25,0 10 31,3 18 28,1
41 — 50 tahun 9 28,1 6 18,8 15 234
> 50 tahun 7 21,9 2 6,3 9 14,1
Status pernikahan
Menikah 28 87,5 16 50,0 44 68,8
Tidak menikah 4 12,5 16 50,0 20 313

Jenis kelamin

Laki-laki 10 31,3 26 81,3 36 563
Perempuan 22 68,8 6 18,8 28 438
Tingkat pendidikan
SD 25 78,1 16 50,0 41 64,1
SMP 1 3,1 8 25,0 9 14,1
SMA 6 18,8 8 25,0 14 219
Pekerjaan
Tidak bekerja 1 3.1 4 12,5 5 18
Ibu rumah tangga 14 43,8 1 3.1 15 234
Buruh 3 9.4 9 28,1 12 18,8
Petani 9 28,1 11 344 20 313
Swasta 4 12,5 6 18,8 10 15,6
Pelajar 1 3,1 1 3,1 2 31
Riwayat kontak
Suami/istri 14 43,8 0 0,0 14 21,9
Orang tua/anak 5 15,6 8 25,0 13 20,3
Lainnya 13 40,6 24 75,0 37 57,8
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Kelompok umur terbanyak penderita kusta adalah 31 — 40 tahun yaitu 10 orang (31,3%)
sedangkan pada narakontak 41 — 50 tahun yaitu 9 orang (28,1%). Status menikah lebih banyak
ditemukan pada narakontak sebanyak 28 orang (87,5%), sementara pada kelompok penderita
status pernikahan sama banyak antara menikah dan tidak menikah yaitu 16 orang (50%). Jenis
kelamin laki-laki lebih banyak pada kelompok penderita yaitu 26 orang (81,3%), sedangkan pada
kelompok narakontak jumlah perempuan lebih banyak yaitu 22 orang (68,8%). Subjek penelitian
dengan tingkat pendidikan SD lebih banyak pada kedua kelompok masing-masing 25 orang
(78,1%) dan 16 orang (50,0%). Pekerjaan petani terbanyak didapatkan pada kelompok penderita
yaitu 11 orang (34,4%), sedangkan pekerjaan narakontak terbanyak adalah ibu rumah tangga 14
orang (43,8%). Narakontak yang terbanyak adalah suami/istri sebanyak 14 orang (43,8%) dan
paling sedikit adalah orang tua/anak sebanyak 5 orang (15,6%).

Karakteristik berdasarkan pemeriksaan

Dalam penelitian ini karakteristik dilakukan juga berdasarkan pemeriksaan yaitu, indeks
bakteri (IB). Adapun data karakteristik responden tersebut dapat dijelaskan pada tabel 3.

Tabel 3. Karakteristik Indeks Bakteri subjek penelitian

Tingkat Kelompok Total
keparahan Narakontak Penderita kusta
0 32 (100,0%) 0 (0,0%) 32 (100,0%)
<3 0 (0,0%) 14 (100,0%) 14 (100,0%)
>3 0 (0,0%) 18 (100,0%) 18 (100,0%)
Total 32 (50%) 32 (50%) 64 (100,0%)

Tabel 3 memperlihatkan bahwa sebanyak 32 orang narakontak (100%) memiliki nilai IB = 0.
Sedangkan penderita kusta multibasiler sebanyak 14 orang (100%) memiliki nilai IB =<3 dan 18
orang (100%) memiliki nilai IB >3.

Uji normalitas variabel-variabel yang diteliti

Sebelum dilakukan pengujian pengaruh antara variabel independen terhadap variabel de-
penden maka perlu dilakukan uji normalitas yang bertujuan untuk mengetahui apakah data mem-
punyai sebaran yang normal. Berdasarkan uji normalitas yang telah dilakukan, distribusi data
tidak normal, sehingga dilakukan transformasi data. Hasil uji normalitas setelah di transformasi,
data [gM anti PGL-1 memiliki sebaran yang normal, dengan nilai p > 0,05. Sementara data MMP-
9 masih tidak normal, sehingga digunakan uji non parametrik.
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Hubungan antara Kadar Serum IgM anti Phenolic Glycolipid-1dan matrix metalloprotein-
ase 9 dengan Tingkat Keparahan Penyakit Kusta

Hasil penelitian yang memperlihatkan perbedaan antara kadar serum IgM anti Phenolic
Glycolipid-1dan matrix metalloproteinase 9 dengan tingkat keparahan kusta berdasarkan nilai
indeks bakteri dapat dilihat pada tabel 4 berikut:

Tabel 4. Perbedaan kadar IgM anti PGL-1 dan matrix metalloproteinase 9 antara subjek
penelitian dengan nilai Indeks Bakteri

Variabel Kelompok Rerata+SD p

IgM anti PGL-1 Narakontak 249,03+295,27

(u/ml) IB<3 829,00+677,80 0,001
IB>3 13949,55+23960,71

MMP-9 (ng/L) Narakontak 2744,34+1092,84 0,006
IB<3 2377,36+991,2
IB>3 1814,28+445,20

Tabel 4 memperlihatkan bahwa semakin tinggi nilai indeks bakteri, maka kadar serum IgM anti
Phenolic Glycolipid-1 semakin meningkat secara bermakna dengan nilai p < 0,05. (Uji Posthocc
Bonferroni). Tabel 5.7 memperlihatkan bahwa semakin tinggi nilai indeks bakteri, maka kadar
serum matrix metalloproteinase 9 semakin menurun. Hasil penelitian memperlihatkan bahwa
terdapat hubungan bermakna antara kadar serum matrix metalloproteinase 9 dengan tingkat kep-
arahan penyakit kusta dengan nilai p < 0,05 (Uji Kruskal-Wallis).

Peranan IgM anti PGL-1 dengan MMP-9 pada tingkat keparahan penyakit Kusta

Untuk mengetahui faktor yang paling berperan antara kadar serum IgM anti Phenolic Gly-
colipid-1 dan Matrix Metalloproteinase 9 dalam tingkat keparahan penyakit kusta dilakukan uji
statistik Logistic Regression..

Tabel 5. Hasil uji statistik regresi Logistic Regression

Variabel Nilai p
IgM anti PGL-1 0,006
MMP-9 0,042

Tabel 5 memperlihatkan hasil yang didapat dari uji Logistic Regression yaitu IgM anti PGL-1
lebih berperan dalam tingkat keparahan penyakit kusta daripada MMP-9.
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Karakteristik subjek penelitian

Hasil penelitian memperlihatkan 26 laki-laki (81,3%) dan 6 perempuan (18,8%) pada
kelompok penderita serta 10 laki-laki (31,3%) dan 22 perempuan (68,8%) pada kelompok nara-
kontak. Penelitian ini hampir sama dengan penelitian di Brazil , dimana distribusi jenis kelamin
laki-laki pada penderita kusta MB sebesar 51,28% dan perempuan sebanyak 48,71%. Begitu juga
dengan kelompok narakontak, distribusi perempuan lebih banyak yaitu 83,3% dibandingkan la-
ki-laki 16,7%.'°Hal ini dapat dijelaskan karena laki-laki lebih banyak berinteraksi dalam kegiatan
sosial di luar rumah sehingga memiliki risiko yang lebih tinggi terpapar dengan penyakit kusta.
Sedangkan perempuan, sebagian besar tidak banyak berinteraksi dengan masyarakat, lebih ban-
yak berdiam diri, dan tidak mampu mengemukakan masalah kesehatannya kepada komunitas
sekitar. Hal ini terutama disebabkan karena adanya stigma sosial, ketergantungan status ekonomi
dan sosial yang rendah, stigma pribadi dan insensitivitas gender."”

Subjek penderita kusta MB banyak pada rentang usia 31-40 tahun yaitu 10 orang (31,3%)
dan narakontak 41-50 tahun yaitu 9 orang (28,1%). Karakteristik usia antara kedua kelompok
menunjukkan bahwa rentang usia pada kedua kelompok hampir sama yaitu antara 30-50 tahun.
Silva 2017 juga melaporkan hasil yang serupa, bahwa penderita kusta kasus baru rata-rata berusia
40 tahunan dengan rentang usia 15-44 tahun sebanyak 51,28% dan narakontak sebanyak 44,4%.'¢
Kusta terutama mengenai individu pada periode aktif secara ekonomi yaitu rentang usia 20-60
tahun. Martin 2016 melaporkan bahwa penderita kusta sebanyak 54% berada dalam rentang usia
tersebut. Kecenderungan penderita kusta pada usia dewasa tua kemungkinan disebabkan oleh
berkurangnya paparan M leprae pada anak dan periode masa inkubasi kusta MB yang lama. Se-
lain itu, terdapat peranan perubahan imun terkait usia dan peningkatan kerentanan terhadap pen-
yakit infeksi berupa penurunan fungsi monosit dan netrofil, kapasitas fagosit, presentasi antigen
dan perubahan profile sitokin dari Th-1 ke arah Th-2."®

Tingkat pendidikan kelompok penderita dan narakontak paling banyak adalah sekolah
dasar. Kelompok penderita kusta MB sebanyak 16 orang (50%) dan kelompok narakontak seban-
yak 25 orang (78,1%). Karakteristik tingkat pendidikan subjek penelitian kedua kelompok mem-
perlihatkan bahwa tingkat pendidikan kedua kelompok pada penelitian ini sama rendah. Karak-
teristik tingkat pendidikan penelitian ini sesuai dengan yang didapat pada penelitian lain, dimana
penderita kusta banyak di derita oleh individu dengan pendidikan rendah, sosial ekonomi lemah
dan kondisi kesehatan dasar yang kurang.'®

Pekerjaan penderita kusta terutama adalah petani sebanyak 11 orang (34,4%) sedangkan
pekerjaan narakontak sebagian besar adalah ibu rumah tangga sebanyak 14 orang (43,8%). Di
dalam memenuhi kebutuhan petani bekerja jauh lebih berat dan mobilitas yang tinggi sehingga
imunitas rendah akibatnya mudah terkena kusta tipe MB.!

Kelompok narakontak sebagian besar adalah suami atau istri dari penderita kusta MB sebanyak
14 orang (43,8%). Fakta ini sesuai dengan hasil penelitian Fabri 2015 di Brazil bahwa sebagian
besar narakontak adalah pasangan, orang tua atau saudara kandung. Penelitian lain di Brazil juga
melaporkan bahwa narakontak yang sangat dekat dengan kasus kusta MB memiliki prevalen-
si nilai pemeriksaan seropositive yang paling tinggi karena intensitas paparan dengan penderita
yang memiliki beban basiler yang tinggi lebih sering."
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Tingkat keparahan kusta berdasarkan nilai Indeks Bakteri (IB)

Mycobacterium leprae tidak dapat dikultur secara in vitro; sehingga menemukan BTA den-
gan mikroskop tetap merupakan teknik diagnostik standar.Jumlah basil dalam setiap lapangan
mikroskop atau indeks bakteri dihitung menurut indeks Ridley untuk apusan kulit (ear lobe dan
lesi kulit). Klasifikasi menurut WHO (1988) memasukkan semua penderita kusta dengan indeks
bakteri positif dalam kelompok Multibasiler. Pada kusta lepromatosa, hasil IB selalu positif >
2 jika disertai globus pada pemeriksaan mikroskopis.*Pemeriksaan Slit-Skin Smear merupakan
prosedur skrining esensial untuk semua penderita yang diduga menderita kusta. Selain menega-
kkan diagnosis, klasifikasi penyakit (pausibasiler dan multibasiler) dan pengamatan lanjutan re-
spon terapi, SSS juga sangat membantu dalam mempelajari distribusi M leprae pada kulit dan
memastikan derajat infeksius dan keparahan penyakit. Mycobacterium leprae biasanya terdapat
dalam jumlah besar di dermis penderita kusta MB. Karena memerlukan setidaknya 10* basil/gr
jaringan untuk memberikan hasil SSS positif, SSS biasanya memberikan hasil negatif pada kusta
pausibasiler yang hanya memiliki basil dalam jumlah sedikit.?’Pada penelitian ini tingkat kepar-
ahan kusta dibagi berdasarkan nilai IB menjadi narakontak (nilai IB = 0), penderita kusta dengan
nilai IB < 3 sebanyak 14 orang dan penderita kusta dengan nilai IB > 3 sebanyak 18 orang.

Diskusi

Pada penelitian ini dari 64 subjek sampel penelitian didapatkan peningkatan kadar serum
rerata IgM PGL-1 seiring dengan peningkatan jumlah basil pada penderita yang diperlihatkan
dengan nilai indeks bakteri. Kadar serum rerata narakontak adalah 249,03 u/ml, penderita kusta
dengan nilai IB <3 sebesar 829,00 dan penderita kusta dengan nilai IB > 3 sebesar 13949,55u/ml.

Hal ini menjelaskan bahwa kusta multibasiler timbul pada penderita dengan respon imun
seluler yang rendah terhadap M leprae, sehingga memiliki beban basiler yang tinggi dan menjadi
sumber infeksi.’Hasil pemeriksaan apusan kulit memberikan hasil positif sesuai dengan jumlah
basil disertai peningkatan kadar antibodi IgM spesifik M leprae.*' Penderita kusta multibasiler
terutama bertanggung jawab untuk penularan M leprae pada daerah yang endemis.” Hasil uji
serologis yang positif pada narakontak dapat menjadi indikator potensial perkembangan penyakit
kusta, karena narakontak masih mengalami periode proliferasi basil yang cukup lama sebelum
onset gejala klinis timbul."” Dari hasil uji statistik didapatkan nilai p = 0,001 (p<0,05), artinya
terdapat perbedaan bermakna antara kadar I[gM anti PGL-1 serum dengan tingkat keparahan kusta
berdasarkan nilai indeks bakteri.

Hasil penelitian ini serupa dengan penelitian yang dilakukan oleh Schuring 2006 dan Fabri
2015 yang menyatakan bahwa terdapat korelasi positif antara titer antibodi dengan indeks bakteri
penderita kusta. Schuring (2006) melaporkan bahwa kadar seropositive meningkat sesuai dengan
nilai IB yaitu Adjusted Odds Ratio (aOR) pasien dengan IB < 2 adalah 6,33 (95% CI 2,42-16,5)
dan aOR pasien dengan IB > 2 adalah 59,0 (95% CI 25.0-139) dibandingkan dengan IB pasien
yang negatif.?'Hasil penelitian ini memperlihatkan semakin tinggi nilai indeks bakteri maka kadar
serum IgM anti Phenolic Glycolipid-1 akan semakin meningkat. Hasil uji statistik memperlihat-
kan bahwa terdapat hubungan yang bermakna antara kadar serum IgM anti Phenolic Glycolipid-1
dengan setiap tingkat keparahan kusta yaitu antara narakontak dengan nilai IB > 3 dengan nilai
p = 0,002 (p<0,05) dan antara nilai IB < 3 dengan nilai IB > 3 yang memiliki nilai p = 0,015
(p<0,05).
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Meskipun pada awalnya matriks metalloproteinase merupakan matrix-degrading enzyme,
namun kini telah diketahui bahwa MMP memiliki peranan dalam berbagai proses biologi antara
lain migrasi seluler, imunomodulasi, angiogenesis dan matrix remodelling.Pada kulit, MMP-9
diproduksi oleh keratinosit, monosit dan makrofag. Pada respon imun normal terhadap infeksi,
keberhasilan eradikasi infeksi oleh host memerlukan influx sel efektor, mengeliminasi pathogen,
resolusi inflamasi dan akhirnya matrix remodelling. Proses migrasi sel dendritik dan sel T telah
diketahui tergantung pada MMP-9. Matriks mettaloproteinase-9 merupakan penanda banyaknya
functioning macrophage, formasi granuloma epiteloid dan efek destruktif potensial saraf perifer
pada pasien kusta pausibasiler. Selain itu, kadar MMP-9 juga memiliki peranan pada terjadinya
reaksi ENL.'

Matrix metalloproteinase 9 juga diproduksi oleh sel Schwann dan makrofag endoneural
dan berperan penting dalam kerusakan neurologikal manusia dengan cara degradasi neurovascu-
lar barrier dan memfasilitasi migrasi sel imun dan demielinasi.?

Pada penelitian ini dari 64 subjek sampel penelitian didapatkan penurunan kadar serum
rerata matrix metalloproteinase 9 seiring dengan peningkatan jumlah basil pada penderita yang
diperlihatkan dengan nilai indeks bakteri. Kadar serum rerata narakontak adalah 2744,34 ng/L,
penderita kusta dengan nilai IB <3 sebesar 2377,36 ng/L dan penderita kusta dengan nilai IB >
3 sebesar 1814,28 ng/L. Kadar MMP-9 dalam serum yang rendah pada penderita kusta MB ke-
mungkinan disebabkan oleh banyaknya infiltrat makrofag yang difus dan penuh dengan basil dan
tidak ada respon imun seluler spesifik terhadap M leprae.'*

Hasil penelitian ini serupa dengan penelitian Teles dkk yang melaporkan bahwa kadar serum
MMP-9 pada kusta lepromatosa lebih rendah (169+29,3 ng/ml) daripada kontrol sehat (389+84
ng/ml) dan kusta tuberkuloid (205+29 ng/ml). Namun kadar serum MMP-9 akan meningkat leb-
ih tinggi pada keadaan reaksi, baik saat reaksi ENL (563+52,2 ng/ml) ataupun reaksi reversal
(Teles, 2010). Pemeriksaan MMP-9 dari sampel serum menggunakan reagen R&D System dan
untuk mendeteksi antibodi digunakan Quantikine kit (DMP900). Penemuan ini mengindikasikan
bahwa MMP-9 merupakan penanda banyaknya functioning macrophage, formasi granuloma epi-
teloid dan efek destruktif potensial saraf perifer pada pasien kusta pausibasiler. Selain itu, kadar
MMP-9 juga memiliki peranan pada terjadinya reaksi ENL."

Hasil penemuan ini dapat dijelaskan bahwa semakin tinggi nilai IB, berarti beban basiler
juga semakin besar dan respon CMI semakin lemah sehingga kadar serum MMP-9 akan semakin
rendah. Penelitian yang dilakukan oleh Teles dkk (2007) melaporkan hasil yang hampir serupa,
yaitu imunoreaktivitas MMP-9 lebih banyak ditemukan pada pure neurotic leprosy dengan hasil
biopsi basil tahan asam yang negatif.?

Hasil uji satistik menunjukkan bahwa terdapat hubungan yang bermakna antara kadar ma-
trix metalloproteinase 9 yang rendah dengan tingkat keparahan kusta yang memiliki nilai indeks
bakteri yang tinggi dengan nilai nilai p = 0,006 (p<0,05).

Hasil yang didapat dari uji Logistic Regression adalah nilai p IgM anti PGL-1 = 0,006 dan MMP-
9 =0,042 (p < 0,05). Artinya IgM anti PGL-1 dan MMP-9 secara statistik terbukti memiliki
kemaknaan namun IgM anti PGL-1 lebih berperan dalam kejadian kusta. Hasil uji statistik ini
sesuai dengan penjelasan bahwa PGL-1 merupakan bagian dari M leprae yang sangat spesifik,
bersifat sangat antigenik dan mampu menginduksi tingginya titer antibodi IgM pada pasien kusta
lepromatosa karena adanya keunikan kesatuan 3,6-di-O-methyl-b-D-glucosyl pada non-reducing
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terminus dari molekul trisaccharide. Phenolic Glycolipid-1 juga memiliki tropism terhadap sel
schwan, melalui ikatan spesifik pada laminin dan berperan penting dalam meyebabkan downreg-
ulation respon imuninflamasi dan menghambat maturasi serta aktivasi sel dendritic. Keseluruhan
proses tersebut akan memfasilitasi persistensi penyakit kusta.?*

Kesimpulan

Pada penelitian ini didapatkan kadar serum IgM anti PGL-1 lebih tinggi pada penderita kusta
dibandingkan dengan narakontak, sementara kadar serum MMP-9 subjek penderita kusta lebih
rendah daripada narakontak. Subjek penderita kusta dengan nilai IB < 3 mempunyai kadar serum
IgM anti PGL-1 lebih rendah daripada penderita kusta dengan nilai IB > 3, sedangkan subjek
penderita kusta dengan nilai IB < 3 mempunyai kadar serum MMP-9 lebih tinggi daripada pen-
derita kusta dengan nilai IB > 3. Variabel yang lebih berperan dalam tingkat keparahan penyakit
kusta adalah IgM PGL-1.
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ABSTRAK

Latar belakang: Mammalian target of rapamycin complex 1 adalah protein kinase yang mereg-
ulasi pertumbuhan dan proliferasi seluler, sintesis lipid dan translasi protein. Beberapa penelitian
menunjukkan bahwa mammalian target of rapamycin complex-1 berperan dalam patofisiologi
akne vulgaris, namun bukti langsung pada manusia masih kurang.

Tujuan: Untuk mengetahui hubungan kadar serum mammalian target of rapamycin complex-1
dengan derajat keparahan akne vulgaris

Metode: Sampel darah vena dari masing-masing penderita AV ringan yang berjumlah 20 orang,
AV sedang berjumlah 20 orang dan AV berat berjumlah 20 orang, dilakukan pemeriksaan ELISA
untuk melihat kadar serum mammalian target of rapamycin complex-1

Hasil: Kadar serum mammalian target of rapamycin complex-1 meningkat seiring dengan pen-
ingkatan derajat keparahan AV. Hasil uji statistik menunjukkan p<0,05

Kesimpulan: Kadar serum mammalian target of rapamycin complex-1 berhubungan dengan pen-
ingkatan derajat keparahan akne vulgaris

Kata kunci: Akne vulgaris, mammalian target of rapamycin complex-1, derajat keparahan
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PENDAHULUAN

Akne vulgaris (AV) merupakan penyakit inflamasi kronik unit folikulopilosebasea dan
merupakan penyakit kulit yang paling sering kedua ditemukan di seluruh dunia.!? Akne vulgaris
paling sering ditemukan dermatologis di Amerika Serikat, penyakit ke tigapuluh paling sering
ditemukan selain dermatologis, dan penyakit kedua paling sering dirujuk ke dermatologis.® Survei
di Australia melaporkan 10% pasien baru AV datang ke praktik dermatologis. Penelitian di Asia
didapatkan 19,6% pasien AV diantara semua pasien baru yang berkunjung ke rumah sakit.*

Berdasarkan laporan kunjungan pasien poliklinik Divisi Dermatologi Kosmetik Depar-
temen Ilmu Kesehatan Kulit dan Kelamin (IKKK) Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia
(FKUI)/Rumah Sakit Cipto Mangunkusumo (RSCM) Jakarta, pada tahun 2010 jumlah kasus baru
30,37%.’ Studi retrospektif di Rumah Sakit Umum Pusat (RSUP) H. Adam Malik Medan, pro-
porsi pasien AV periode Januari 2010-Desember 2012 ditemukan 1,10%.5 Data dari rekam medis
poliklinik Ilmu Kesehatan Kulit dan Kelamin Rumah Sakit Umum Daerah (RSUD) Raden Matta-
her Jambi didapatkan kasus baru AV pada tahun 2014 sebanyak 140 dari 3213 kunjungan, tahun
2015 sebanyak 63 dari 2119 kunjungan, tahun 2016 sebanyak 44 dari 1217 kunjungan, dan tahun
2017 sebanyak 32 dari 1447 kunjungan.

Akne vulgaris adalah suatu penyakit kronis yang perjalanan penyakitnya berlangsung lama,
dan mengalami rekurensi.” Meskipun tidak mengancam jiwa, AV menimbulkan efek psikologis
negatif yang mendalam dan efek sosial pada kualitas hidup pasien.® Sebagian pasien AV merasa
malu (70%), malu dan cemas (63%), kurang nyaman (67%), gangguan kontak sosial (57%) dan
menganggur.’ Gejala sisa seperti jaringan parut hipertrofik atau hipotrofik, hiperpigmentasi paska
inflamasi dapat menetap sehingga berdampak pada kualitas hidup pasien.’

Penyebab AV belum diketahui pasti, namun dikemukakan beberapa faktor yang diduga
terlibat, terdiri atas faktor intrinsik (genetik, ras, hormonal) dan faktor ekstrinsik, antara lain
dapat dicetuskan dan diperberat oleh radiasi ultraviolet dan faktor lingkungan lain,'*!" faktor
makanan,'>"* merokok, ' stres dan gaya hidup modern."

Patogenesis AV multifaktor, ada empat tahap mekanisme utama yang saling berhubungan
dan melibatkan pengaruh hormonal dan imun, yaitu hiperproliferasi epidermis folikular, produksi
sebum berlebihan, inflamasi dan Propionibacterium acnes (P.acnes). Urutan pasti perkembangan
lesi AV tidak sepenuhnya diketahui. Tahap awal yang dipercaya adalah pembentukan mikrokome-
do.'® Pembentukan mikrokomedo didorong oleh peningkatan produksi sebum karena stimulus
pada kelenjar sebasea dan folikular keratinosit, khususnya karena androgen, biasanya sekitar saat
pubertas.'” Aktifitas androgen dapat ditingkatkan oleh insulin-like growth factor-1 (IGF-1)"

Insulin dan IGF-1, mengaktifasi Akt kinase (protein kinase B) dan growth-related kinase
lain seperti extracellular signal-regulated kinase (ERK) dan ribosomal S6 kinase (RSK) memfos-
forilasi TSC2, selanjutnya menghambat fungsi kompleks TSC1/TSC2. Inhibisi ini menimbulkan
aktifasi Rheb yang akhirnya mengaktifasi mTORC1."-%

Penelitian Agamia ef al.(2016) menemukan bahwa kadar IGF-1 serum yang tinggi ditemu-
kan pada pasien AV, dan ekspresi mTORCI sitoplasma dan inti secara signifikan lebih tinggi pada
AV. Mammalian target of rapamycin complex I adalah regulator dari pertumbuhan dan prolifer-
asi seluler, sintesis lipid dan translasi protein.! Pertumbuhan dan diferensiasi sel yang dikoordi-
nasikan oleh mTORC1 merupakan bagian dari patogenesis AV, yang dicirikan oleh peningkatan
proliferasi dari keratinosit akroinfundibulum, hiperplasia kelenjar sebasea dan peningkatan lipo-
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genesis sebasea.”? Melnik mengintegrasikan sinyal mTORCI ke dalam skenario kompleks dari
patogenesis AV, namun, peran atau modulasi mTORC1 dalam patofisiologi AV, bukti langsung
pada manusia masih kurang.?

Diagnosis dan pengobatan yang tepat harus dilakukan untuk mencegah gejala sisa fisik dan
psikologis.”> Penentuan derajat keparahan AV sangat penting untuk menentukan karakteristik dan
klasifikasi pasien yang digunakan untuk evaluasi terapi serta penelitian epidemiologi. Klasifikasi
untuk menentukan tipe atau gradasi AV yang dipakai saat ini yaitu gradasi ringan, sedang dan berat,
adalah klasifikasi menurut Lehmann et al. (2002). Metode ini menghitung jumlah lesi komedo, lesi
inflamasi dan total keseluruhan lesi.?* Penggunaan obat secara rasional berdasarkan tipe dan derajat
keparahan AV merupakan kunci keberhasilan pengobatan AV, dengan meningkatnya pemahaman
tentang patofisiologi AV akan menghasilkan bahan dan regimen terapi anti-AV dimasa mendatang.?

Berdasarkan hal tersebut diatas, maka dilakukan penelitian tentang hubungan kadar mam-
malian target of rapamycin complex-1 dengan derajat keparahan AV, karena mammalian target of
rapamycin complex-1 dapat mengaktifasi lipogenesis, namun bukti langsung pada manusia dalam
patogenesis AV masih kurang.

METODE PENELITIAN

Penelitian dilakukan di Poliklinik Ilmu Kesehatan Kulit dan Kelamin Rumah Sakit Umum Daer-
ah Raden Mattaher Jambi dan salah satu klinik swasta di Jambi untuk pengambilan sampel dan
pemeriksaan klinis. Pemeriksaan laboratorium dilakukan di Laboratorium Biomedik Fakultas Ke-
dokteran Universitas Andalas Padang. Populasi penelitian adalah semua pasien AV perempuan
yang datang ke Poliklinik Ilmu Kesehatan Kulit dan Kelamin RSUD Raden Mattaher dan salah
satu klinik swasta di Jambi.

Kriteria inklusi dan eksklusi

Kriteria inklusi adalah pasien berusia 14-35 tahun yang menyetujui dan menandatangani in-
formed consent. Kriteria ekslusi yaitu pasien AV yang hamil dan / atau menyusui, menderita penya-
kit sistemik seperti diabetes melitus, disfungsi tiroid, Polycistic ovary syndrome, asma, tuberkulosis
paru, sirosis hati, rematoid artritis, penyakit keganasan, lupus eritematosus sistemik, sklerosis siste-
mik, penyakit obstruksi saluran nafas, kolitis, penyakit Crohin, menderita penyakit kulit inflamasi
lain seperti psoriasis, Morbus Hansen, dermatitis atopik, dermatitis kontak alergik, kandidiasis, pi-
oderma, menggunakan obat glukokortikoid, insulin, obat oral hipoglikemik, obat kontrasepsi oral,
merokok, mengalami stress, indeks massa tubuh tidak normal, mendapatkan terapi AV (topikal/
sistemik) 4 minggu sebelum pemeriksaan, menggunakan antiinflamasi dan antibiotik dalam 8 ming-
gu sebelum pemeriksaan, menggunakan isotretinoin oral 6 bulan sebelum pemeriksaan.

Sebelum melakukan penelitian, dimintakan persetujuan etik kepada Panitia Etik Penelitian
Fakultas Kedokteran Universitas Andalas. Etika penelitian pada manusia berdasarkan protokol
penggunaan manusia sebagai objek penelitian sesuai dengan ketentuan Deklarasi Helsinki dan
disahkan oleh Komisi Etik Penelitian Nasional. Penelitian ini sudah dilakukan uji kaji etik di
Fakultas Kedokteran Universitas Andalas Padang dan Lolos Kaji Etik pada 5 Februari 2018 (No:
084/KEP/FK/2018)

Sampel darah vena sebanyak 4 ml diambil dari pasien AV ringan, AV sedang, dan AV berat
masing-masing 20 orang, dilakukan pemeriksaan ELISA untuk melihat kadar serum mTORC].
Pemeriksaan kadar mTORCI dengan metode ELISA menggunakan Human RPTOR ELISA kit
dari Fine Test. (katalog no EH1810).
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Di dalam protokol penelitian dilampirkan informasi Penjelasan Sebelum Persetujuan yang me-
nerangkan tujuan dan manfaat penelitian serta alasan calon subyek diikutsertakan dalam pene-
litian. Setelah calon subyek penelitian menyatakan kesediannya ikut dalam penelitian, subyek
penelitian menandatangani persetujuan (informed consent). Catatan medis yang berkaitan dengan
penelitian bersifat rahasia.

Analisis Data

Karena terdapat tiga kelompok yang independen (kelompok AV ringan, AV sedang dan AV berat)
dengan nilai positip yang bervariasi maka dilakukan uji statistik. Data dimasukkan ke dalam kom-
puter dan dianalisis secara komputerisasi untuk dilakukan analisa statistik menggunakan sofiware
SPSS. Sebelum dilakukan pengujian pengaruh antara variabel bebas terhadap variabel terikat maka
dilakukan uji normalitas untuk mengetahui apakah data mempunyai sebaran yang normal, dengan
uji Kosmogorov-Smirnov. Bila berdistribusi normal dilakukan uji parametrik yaitu uji ANOVA. Bila
distribusi tidak normal dilakukan transformasi. Tingkat signifikansi yang diterima apabila p<0,05.

HASIL PENELITIAN
Karakteristik Subjek penelitian

Penelitian ini menggunakan subjek penelitian pasien AV perempuan sebanyak 60 orang yang
memiliki beberapa karakteristik yaitu umur, pendidikan, dan pekerjaan. Adapun sebaran karak-
teristik subyek penelitian berdasarkan umur, pendidikan, pekerjaan dapat dilihat pada tabel 1.1.
berikut ini :

Tabel 1.1. Karakteristik subyek penelitian

Karakteristik subyek AV ringan AV sedang AV berat Total p
penelitian £ o f % f % £ o
Umur
15-19 tahun 5 25 6 30 13 65 24 40 0,053
20-24 tahun 8 40 10 50 5 25 23 38,3
25-30 tahun 7 35 4 20 2 10 13 21,7
Pendidikan
SMA/sederajat 6 30 6 30 7 35 19 31,7 0,926
Perguruan Tinggi 14 70 14 70 13 65 41 68,3
Pekerjaan
Ibu rumah tangga 1 5 0 0 1 5 2 33 0,347
Pelajar 3 15 5 25 6 30 14 233
Mabhasiswi 5 25 9 45 10 50 24 40
Swasta 8 40 5 25 2 10 15 25
PNS 3 15 1 5 1 5 5 8,3
Total 20 100 20 100 20 100 60 100
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Berdasarkan tabel 1.1 didapatkan bahwa subjek penelitian terbanyak pada kelompok umur
15 — 19 tahun (40%). Subyek penelitian dengan derajat AV berat terbanyak pada kelompok umur
15 — 19 tahun, derajat AV sedang dan derajat AV ringan keduanya ditemukan terbanyak pada
kelompok umur 20 — 24 tahun. Nilai p yang didapat yaitu 0,053 artinya perbedaan ini tidak ber-
makna. Subjek penelitian dengan

tingkat pendidikan Perguruan Tinggi terbanyak didapatkan pada ketiga kelompok derajat
AV ringan, derajat AV sedang dan derajat AV berat. Nilai p yang didapat yaitu 0,926 artinya per-
bedaan ini tidak bermakna. Subjek penelitian dengan pekerjaan mahasiswi terbanyak didapatkan
pada kelompok AV sedang dan AV berat, sementara pekerjaan swasta terbanyak pada kelompok
derajat AV ringan. Nilai p yang didapat yaitu 0,347 artinya perbedaan ini tidak bermakna.

Hubungan Kadar mTORC1 dengan Derajat Keparahan Akne vulgaris

Sebelum dilakukan pengujian hubungan antara variabel independen terhadap variabel de-
penden maka perlu dilakukan uji normalitas yang bertujuan untuk mengetahui apakah data mem-
punyai sebaran yang normal. Berdasarkan uji normalitas kadar serum mTORCI diperoleh data
tidak berdistribusi normal, maka data tersebut ditransformasi. Setelah data ditransformasi meng-
gunakan Log 10, mTORC1 sudah memiliki sebaran yang normal. Selanjutnya variabel kadar
mTORCI dianalisis dengan uji parametrik.

Hasil penelitian yang memperlihatkan hubungan kadar mTORCI1 dengan derajat kepar-
ahan akne vulgaris dapat dilihat pada tabel 1.2. Pada tabel 1.2 memperlihatkan rata-rata kadar
mTORCI1 meningkat dengan peningkatan derajat keparahan AV. Hasil uji statistik menunjuk-
kan nilai p < 0,05, yang artinya bahwa terdapat hubungan yang bermakna dari rata-rata kadar
mTORCI1 dengan derajat keparahan AV.

Tabel 1.2. Hubungan Kadar mTORC1 dengan Derajat Keparahan Akne vulgaris

Derajat keparahan n mTORCI1 p
Rerata + SD
(ng/ml)
Ringan 20 0,06 £ 0,02 0,002
Sedang 20 0,09 £ 0,04
Berat 20 0,55+0,80

Tabel 1.3. Uji Post Hoc Kadar mMTORC1 dengan Derajat Keparahan Akne vulgaris

Derajat keparahan Ringan Sedang Berat
Ringan o p=1,000 p=0,005
Sedang p = 1,000 . p = 0,009

Berat p=0,005 p=0,009 o

Pada tabel 1.3 hasil uji Post Hoc Bonferroni menunjukkan bahwa kelompok yang berbeda sig-
nifikan adalah derajat AV ringan dengan AV berat dan derajat AV sedang dengan AV berat.
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DISKUSI
Karakteristik Subyek Penelitian

Dalam penelitian yang dilakukan pada 60 subyek penelitian, didapatkan subyek peneli-
tian secara keseluruhan terbanyak pada kelompok umur 15 — 19 tahun (40%). Subyek penelitian
dengan derajat AV berat terbanyak pada kelompok umur 15 — 19 tahun (65%), derajat AV sedang
dan AV ringan keduanya ditemukan terbanyak pada kelompok umur 20 — 24 tahun yaitu 50% dan
40%. Hasil uji statistik karakteristik subyek penelitian berdasarkan umur dengan derajat keparah-
an AV menunjukkan perbedaan tidak bermakna (p>0,05), yang berarti tidak ditemukan perbedaan
yang bermakna antara kelompok derajat keparahan AV ringan, AV sedang dan AV berat berdasar-
kan umur, sehingga faktor umur tidak memengaruhi hasil penelitian.

Menurut Bhate dan William (2013) akne vulgaris mengenai hampir semua orang yang
berusia antara 15 dan 17 tahun, dan 15%-20% adalah AV sedang sampai berat.?® Akne vulgaris
sedang-berat mengenai sekitar 20% usia muda dan beratnya AV berhubungan dengan kematangan
pubertas. Akne vulgaris umumnya dimulai pada pubertas/prapubertas (12-15 tahun), mencapai
puncak pada umur 14-19 tahun dengan puncak tingkat keparahan pada umur 17-21 tahun.?”’

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Shen et al. (2012) yang menemukan preval-
ensi AV tertinggi pada umur 15-19 tahun yaitu 38%, diikuti umur 20-24 tahun 36%, hanya 1,4%
subjek akne pada umur 40-44 tahun.?® Penelitian oleh Fetoh et al. (2016) menemukan lebih dari
sepertiga (38%) partisipan berumur 15-20 tahun, diikuti kelompok umur 20-25 tahun (35,5%),
kelompok umur 25-30 tahun (10,2%), hanya 9,4% berumur < 15 tahun dan 6,9% berumur lebih
dari 30 tahun.”

Tingkat pendidikan subyek penelitian yang paling banyak pada ketiga kelompok adalah
pendidikan Perguruan Tinggi. Kelompok subyek penelitian dengan derajat AV ringan 70%, de-
rajat AV sedang 70% dan subyek penelitian dengan derajat AV berat 65%. Penelitian oleh Fetoh
et al. (2016) menemukan lebih dari sepertiga partisipan adalah mahasiswi (37,5%), 29,8% ber-
pendidikan SMA dan hanya 6% yang berpendidikan SD.? Penelitian Ghodsi ef al. (2009) mem-
perlihatkan secara umum AV terjadi pada murid sekolah menengah atas (SMA) sebesar 93,3%.%°
Penelitian Zari dan Turkistani (2017) menunjukkan bahwa 35,8% pelajar mendapatkan pengo-
batan AV tanpa resep, yang paling mungkin adalah obat bebas.*! Akne vulgaris karena pemakaian
kosmetik telah didiskusikan sebagai penyebab penting dari AV ringan dan sedang pada populasi
perempuan.?

Pekerjaan subyek penelitian terutama adalah mahasiswi, pada kelompok derajat AV berat
50% dan kelompok AV sedang 45%. Sedangkan pekerjaan kelompok derajat AV ringan adalah
swasta (25%). Penelitian Fetoh et al. (2016) menemukan 56,2% mahasiswa mengalami AV.%
Penelitian Ayudianti (2014) mendapatkan bahwa distribusi pekerjaan pasien baru AV adalah pe-
lajar atau mahasiswa yaitu 39,1%.** Tuntutan untuk memiliki kulit wajah yang halus dan indah
semakin meningkat, seiring dengan ketertarikan terhadap lawan jenis dan persaingan antar sesa-
ma kelompok perempuan menyebabkan tingginya tingkat kesadaran pasien terutama pelajar dan
mahasiswa untuk segera mencari pengobatan.

Karakteristik subyek penelitian dari ketiga kelompok yang diteliti secara umum tidak ber-
beda secara bermakna sehingga tidak memengaruhi hasil penelitian atau tidak akan menimbulkan
bias penelitian.
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Hubungan Kadar mTORC1 dengan Derajat Keparahan Akne vulgaris

Berdasarkan hasil penelitian pada tabel 1.1, ditemukan rata-rata kadar mTORC1 meningkat
dengan peningkatan derajat keparahan AV. Hal ini karena peningkatan aktifasi mTORC1 mampu
mengaktifasi lipogenesis dan meningkatkan pertumbuhan dan proliferasi sel. Mammalian target
of rapamycin compelx 1 secara positif mengatur aktifitas SREBP1, faktor transkripsi utama dari
biosintesis lipid melalui pengendalian lipin 1.

Melalui fosforilasi dari eukaryotic initiation factor 4-binding protein-1(4E-BP1), aktifator lip-
inl dari SREBP1c dan S6K1, mTORC1 mampu meningkatkan sintesis protein dan lipid, begitu juga
pertumbuhan dan proliferasi sel. Ini bisa diterjemahkan ke dalam proliferasi dari keratinosit akroin-
fundibulum dan peningkatan biosintesis lipid dalam kelenjar sebasea, yang menimbulkan seborea.?

Mammalian target of rapamycin complex 1 mampu mengintegrasikan bermacam medi-
ator intra dan ekstraseluler seperti faktor pertumbuhan (insulin, IGF-1), sinyal energi (glukosa,
rasio AMP/ATP), dan mengontrol ketersediaan asam amino khususnya leucine. Setelah puncak
pubertas, kadar serum IGF-1 menurun secara terus menerus. Selama pubertas, aktifasi mTORC1
yang dimediasi nutrisi overlap dengan aktifasi mMTORC1 karena pubertas (androgen/IGF-1). Ak-
tifasi berlebihan dari mMTORC1 meningkatkan sekresi hormon androgen dan menambah sinyal
mTORCI dari folikel sebasea sehingga memacu epidemik AV.**

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian oleh Agamia et al. (2016) yang menggunakan
sampel darah dan biopsi jaringan dari lesi pasien AV dan kontrol sehat untuk mendeteksi imun-
ohistokimia mTORC1 dan mengukur serum IGF-1, menemukan perbedaan signifikan ekspresi
mTORCI antara kelompok pasien AV dan kontrol sehat. Mammalian target of rapamycin com-
plex 1 lebih diekspresikan di sitoplasma dan inti pada pasien dengan serum IGF-1 yang tinggi.
Pasien dengan konsumsi diet kandungan glikemik tinggi dan pasien dengan AV berat secara sig-
nifikan berhubungan dengan ekspresi mTORCI1 sitoplasma yang lebih tinggi.?!

Hasil penelitian ini berbeda dengan penelitian Monfrecola et al.(2015) yang menemukan
bahwa pertambahan mTORCI tidak berhubungan dengan beratnya AV. Penelitian Monfrecola
et al.(2015) pada biopsi kulit dari lesi AV dan non lesi dari 10 pasien AV dan 10 kontrol sehat,
menemukan ekspresi gen mTORCI secara signifikan meningkat pada pasien AV baik pada lesi
maupun non lesi dibandingkan kontrol sehat. Namun perbedaan peningkatan mTORCI tidak sig-
nifikan dibandingkan antara lesi AV dan non lesi pada pasien AV.> Phospho-S6 ribosomal pro-
tein (PS6K 1) meningkat pada lesi maupun non lesi pasien AV dibandingkan kontrol sehat. Phos-
pho-S6 ribosomal protein adalah salah satu regulator downstream yang diaktifasi oleh mTORCI1
dan mengontrol aktifitas SREBP1, yang selanjutnya meningkatkan lesi AV. Phospho-S6 ribosom-
al protein meningkat dalam kulit AV secara tidak langsung memungkinkan aktifasi mTORCI1 dan
dapat meningkatkan lipogenesis.?

Hasil uji statistik menunjukkan terdapat hubungan yang bermakna dari rata-rata kadar
mTORCI1 dengan derajat keparahan AV (p< 0,05). Hasil penelitian ini menunjukkan hubun-
gan peningkatan mTORCI1 dengan peningkatan derajat keparahan AV, maka mengurangi sinyal
mTORCI1 yang meningkat memungkinkan sebagai pengembangan strategi baru untuk pengobatan
AV yang efektif. Dalam terapi AV, jalur yang menstimulasi aktifasi mTORCI perlu diturunkan,
baik melalui obat-obatan atau intervensi diet. Terapi nutrisi perlu dipertimbangkan dalam terapi
AV selain terapi farmakologis karena sinyal mTORC1 mengontrol respon seluler terhadap keter-
sediaan nutrisi.
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Isotretinoin menghambat mTORC1 melalui peningkatan sinyal FoxO-sestrin3-AMPK dan
menurunkan sinyal /GF-1-PI3K/Akt. Sinyal mMTORC1 yang hiperaktif dilemahkan oleh isotreti-
noin menyebabkan autophagy dan/atau apoptosis sebosit dengan penurunan sinyal SREBPIc.
Metformin mengaktifasi AMPK menghasilkan inhibisi mTORCI1. Metformin menghambat
translokasi mTORCT1 inaktif ke Rheb pada kompartemen membran lisosom, yang selanjutnya
melemahkan sinyal mTORC1."

Tetrasiklin, eritromisin dan makrolid lain melemahkan aktifasi mMTORCI1 dan menurunkan
sinyal TNF-a. Eritromisin melemahkan aktifitas ERK1/2, selanjutnya meningkatkan aktifitas TSC2,
yang menghambat mTORC]1. Asam azeleat menurunkan mTORC1 melalui hambatan respirasi mi-
tokondria, meningkatkan ROS seluler dan FoxO1. Anti androgen melemahkan mTORC1 melalui
penekanan sinyal Akt/TSC2 yang dimediasi mTORC2. Jadi, cara kerja obat anti AV dalam penggu-
naan klinis dapat dijelaskan melalui penurunan mTORC]1 langsung atau tidak langsung.>*

Perkembangan obat di masa depan dibutuhkan karena obat anti AV yang efektif secara
terapi menunjukkan efek samping yang berat seperti efek teratogenik dari isotretinoin sistemik.
Resveratrol yang berasal dari buah anggur dan anggur merah adalah suatu polyphenolic flavo-
noid yang menurunkan sinyal mMTORCI1. Resveratrol dalam suatu penelitian secara signifikan
menurunkan jumlah mikrokomedo, papul, dan pustul. Resveratrol menghambat pertumbuhan P,
acnes dan eradikasi pembentukan biofilm P. acnes. Epigallocatechin-3-gallate (EGCC), catechin
utama teh hijau, sebagai komponen aktif ekstrak teh hijau yang memiliki efek anti inflamasi dan
anti proliferatif. Epigallocatechin-3-gallate berfungsi sebagai inhibitor mTORC1. Epigallocate-
chin-3-gallate diharapkan sebagai terapi dari sebosit karena mTORC1 mengatur aktifitas dan ek-
spresi dari SREBP1. Aktifasi AMPK yang dimediasi EGCC merupakan mekanisme lain inhibitor
sinyal mMTORC1-SREBP1, yang menjelaskan penekanan lipogenesis.*>*

Generasi baru inhibitor mTORC, disebut mTORkinib, telah dikembangkan untuk meng-
hambat mTORCI1 secara lebih efektif. Inhibitor mTORCI torinl menginduksi penghentian siklus
sel dan menghambat pertumbuhan dan proliferasi sel lebih efisien dari rapamycin. Inhibitor
mTORCI dengan berat molekul rendah diaplikasikan dengan dosis submaksimal memiliki po-
tensi sebagai obat sintetik baru anti AV yang melemahkan peningkatan sinyal mTORC1.*’

Sinyal inflamasi dan nutrisi diintegrasikan oleh mTORCI1. Pada AV, tidak hanya sebosit
dan keratinosit akroinfundibular yang secara metabolik teraktifasi berlebihan tapi juga sel imun
menciptakan lingkungan peradangan AV. Terbuktinya hubungan peningkatan mTORC1 dengan
derajat keparahan AV menambah pemahaman patogenesis AV, yang menawarkan strategi terapi
nutrisi dan farmakologis secara sinergis. Terapi nutrisi dan farmakologis pada AV tampaknya
memiliki cara kerja dengan menurunkan sinyal mTORC1. Komponen diet alami yang mengham-
bat mTORCI1 dan aktifasi inflamasom adalah bahan yang menjanjikan untuk penyembuhan AV.

Terapi nutrisi yang ideal untuk AV harus berupa diet tipe paleolitik yang mengandung
lebih sedikit karbohidrat insulinotropik dan mengurangi konsumsi susu dan produk susu untuk
melemahkan aktifitas mTORC1 dan sebaiknya mengurangi asupan prekursor androgen yang ti-
dak diinginkan yang ada dalam susu dan produk susu. Diet tipe paleolitik mengandung inhibitor
alami mTORCI1 yang berasal dari tumbuhan (EGCC, resveratrol dan polifenol alami lainnya)
melalui konsumsi tinggi sayuran, buah dan teh hijau. Diet paleolitik meningkatkan konsumsi pro-
tein ikan, yang memiliki indeks insulinemia lebih rendah daripada protein susu dan merupakan
sumber anti inflamasi asam lemak omega-3 yang menguntungkan.’’
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KESIMPULAN

Kadar serum mTORCI1 berhubungan dengan derajat keparahan akne vulgaris, dimana
semakin meningkat derajat keparahan akne vulgaris maka kadar mTORC1 semakin meningkat.

SARAN

Perlu dilakukan penelitian pada populasi yang memiliki pola gaya hidup yang hampir sama
seperti pola diet, pola tidur dan hormonal.
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ABSTRACT

Solid preparations of purple sweet potato extract have been proven to improve the blood lipid profile
of rats that given high cholesterol diet, but the clinical effects are unknown. The purpose of this study
is to prove that purple sweet potato tuber extract capsules at a dose of 2 times 400 mg can improve the
blood lipid profile of dyslipidemic patients compared to the standard drug simvastatin. This research
is a limited clinical trial study with a randomized pre- & post -test control group design, with research
subjects being mild to moderate dyslipidemic patients. Dyslipidemic patients who met the inclusion
criteria were divided into 2 groups: control and treatment of 10 people each. The control group was
given simvastatin for 4 weeks while the treatment group was given simvastatin and purple sweet po-
tato tuber extract tablets at a dose of 2 times 400 mg/day for 4 weeks. Variables observed were lipid
profile, MDA and SOD (Pre and post-test). The data obtained were analyzed using paired t test for
pre- and post-test data for each group, and t test for pre- and post-test between groups. The results show
a better improvement in lipid profile in patients given combination drugs, especially lower LDL and
MDA levels, and high SOD activity (p <0.05). From these findings, we conclude that the combination
of simvastatin with purple sweet potato tuber extract capsules is better than simvastatin in improving
lipid profile and attenuating oxidative stress of dyslipidemic patients.

Keywords: Dyslipidemia, lipid profile, oxidative stress, purple sweet potato extract capsules
Introduction

Purple sweet potato is one of the plants that has been studied since 2008 until now. In studies
for 10 years, purple sweet potato tuber extract proved to be beneficial as an antioxidant both in
animals and in humans!?** The disadvantage of liquid preparations is that they are not stable for
a long time, so that alternatives are needed to improve the stability of the preparations. Research
that has been done on animals has proven that purple sweet potato extract, in the form of tablet
preparations, can reduce blood cholesterol levels and as an antioxidant in mice’. Tablets or cap-
sules are a solid dosage form that is relatively more physically and chemically stable than liquid
preparations. A study has proved that tablets containing various active ingredients from plants
can last for three months and are still physically and chemically stable®. Drugs in the solid dosage
form (tablets or capsules) can be regulated relatively of its active ingredients, with a small vol-
ume, can be packaged properly, easy to swallow and practical in transportation and storage’. To
be applied in humans, clinical trials need to be carried out to prove whether purple sweet potato
tuber extract capsules have hypolipidemic and antioxidant properties in dyslipidemic patients,
which is better or not than simvastatin alone. Simvastatin is a drug that belongs to the statin class
and is a first-line drug for hypercholesterolemia therapy, with a mechanism of action inhibiting
the action of the HMG-CoA reductase enzyme which is a precursor of cholesterol synthesis.
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RESEARCH METHOD

Research designs of this limited clinical trial was pre and post-test control group design.
The subjects of the study were patients with mild to moderate adult dyslipidemia with inclusion
criteria: age of 30-70 years, lipid profile abnormalities or dyslipidemia as evidenced by labo-
ratory tests include levels of total cholesterol above 200 mg/dl or there are other lipid profile
abnormalities such as LDL levels above 100 mg/dl or triglycerides above 150 g/dl, even though
total cholesterol is below 200 mg/dl for both men and women. Exclusion criteria were patients
who showed certain symptoms of illness, were known to use continuous drugs such as hyperten-
sion patients, diabetes mellitus, psychiatric disorders, alcoholic drinkers, or patients who showed
analysis of high SGPT/SGOT levels or abnormal kidney function. Patients who met the inclusion
criteria were divided into 2 groups constitutively according to arrival, namely as the combination
group (group 1) or as simvastatin group (group 2). Group 1 was given a combination of purple
sweet potato tuber extract capsules at a dose of 2 times 400 mg / day with simvastatin 20 mg/
day at night. Group 2 was given only simvastatin alone at a dose of 20 mg/day. The duration of
treatment is 4 weeks. After 4 weeks of treatment, laboratory tests such as lipid profile, MDA and
SOD activated were conducted. The data obtained were analyzed by using paired t test and group
t test with a significance level of 95%.

Purple sweet potato tuber extract capsules are made with the following procedure. A thick
extract of purple sweet potato tuber mixed with lactosum in a blender in the ratio of 2 parts extract
and 1 part of lactosum. Addition of lactosum was done until a solid dry mixture was achieved.
The solid dry mixture was cut according to the dose of the capsule designed. This study designed
a 400mg capsule, then 40gram thick extract plus 20gram lactosum was mixed until solid then
cut into 100 parts. One part of the piece was inserted into capsule no 0, thus accommodating the
establishment of dry extracts of the extract content as many as 400 mg/ capsule. The ready-made
capsules are weighed again to ensure that they were at the same weight.

RESULTS

Results of post-test examination of lipid profile in patients given simvastatin showed a sig-
nificant improvement in lipid profile compared to pre-test examinations (p <0.05). The results of
the post-test examination in patients who were given a combination of purple sweet potato tuber
extract capsules and simvastatin to be a greater reduction in the lipid profile variable than patients
who were given single simvastatin. The difference in decrease in lipid profiles between the two
groups of patients is presented in graph 1.

The results of examining blood MDA levels and blood SOD activity of dyslipidemia pa-
tients who were given standard treatment with simvastatin 20 mg / day showed a decrease in
blood MDA levels and a significant increase in SOD activity (p <0.05) compared with MDA pre
test levels.

In the group that was given a combination of the extracts of purple sweet potato capsule
with the dose of 2 x 400 mg/day and simvastatin dose of 20 mg/day there was also a significant
decrease in MDA levels and an increase in SOD activity compared with the pre-test (p <0.05).
Comparison of decreasing MDA and increasing SOD activity in the two groups is presented in
graphs 2 and 3. The graph shows that the combination (extract with simvastatin) lower MDA
levels compared to the simvastatin group and differ significantly (p <0.05).
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The same thing happened with different SOD activities. Combination administration in-
creased SOD more than single simvastatin (p <0.05)
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Graph 1.
Comparison of Research Variables Between the Two Patient Groups

As presented in Figure 1, that a decrease in cholesterol, LDL and triglycerides is greater
in patients who are given a combination of 2 x 400 mg sweet potato extract capsules and 20 mg
daily simvastatin dose. Whereas HDL did not change in each group. The results of the statistics
test, show that the difference in triglyceride reduction between the two groups was significant (p
<0.05), while the difference in cholesterol and LDL was not significant (p> 0.05). The results of
this study indicate that the administration of purple sweet potato tuber extract capsules is better
for improving the lipid profile and prevent oxidative stress, than simvastatin alone.
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Graph 2

Comparison of Reduction in Blood MDA Level Between Simvastatin Group and Combi-
nation of Extract Capsule of Purple potato and Simvastatin
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Graph 3

Comparison of Increase in SOD activity in the Blood Between Simvastatin Group and Combi-
nation Group

DISCUSSION

The decrease of lipid profile in patients that given a combination of purple sweet potato
tuber extract capsules with simvastatin was greater than in patients given simvastatin only. Statis-
tically this difference was significant, especially the decrease of triglycerides and LDL (p <0.05).
Simvastatin is one of the drugs used to improve the lipid profile of dyslipidemic patients by
its mechanism of action as 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase inhibitors (HMG
CoA reductase inhibitors) through its competitive inhibition in the formation of L-mevalonate®.
The results of this study indicate that simvastatin reduces cholesterol and also reduces LDL. The
decrease of LDL due to simvastatin can be potentially related to the increase of LDL receptors on
hepatocyte cells, resulting in an increase of LDL uptake in the blood which causes a decrease in
the blood level of LDL .

In this study, simvastatin administration of 20 mg/day reduced cholesterol and LDL but did
not increase HDL and did not affect triglyceride levels. The combination of purple sweet potato
extract capsules and simvastatin in this study showed decrease of cholesterol and LDL greater
than a single simvastatin. The results showed that the flavonoids or anthocyanin of purple sweet
potato to improve lipid profile greatly. Purple sweet potato extract contains quite high flavo-
noids or anthocyanins °, which has been proven that flavonoids from certain plants can improve
lipid profile in mice through inhibition of FAS (fatty acid synthase), thus improving lipid profile
10.11 ~ Although the types of flavonoids from purple sweet potato tuber extract are not same, there
is a possibility that their effects are similar. It is suspected that flavonoids affect the transcrip-
tion factor SREBP-2, which plays a role in increasing LDL receptor expression and regulating
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase, so that flavonoids will affect the lipid profile !2. Fla-
vonoids from some plants can also improve lipid profile through PPARa activation which is a
transcription factor for several enzymes that regulate lipid metabolism in the liver and muscles,
resulting in an improvement in lipid profile, especially a decrease in LDL". The results of this
study indicate that the combination of simvastatin with purple sweet potato tuber extract capsules
further enhances the effect of simvastatin, especially in reducing total cholesterol and reducing
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LDL. Capsules containing purple sweet potato tuber extract will increase the inhibitory effect of
simvastatin on the HMG-Co-A reductase enzyme so that the effect of reducing total cholesterol is
more pronounced. The effect of LDL reduction is also greater in the combination of simvastatin
with purple sweet potato tuber extract capsules because of the potentiation effect in increasing
LDL receptors so that the cleansing effect of LDL increases, which causes a marked decrease in
LDL.

MDA and SOD examination results turned out to show a decrease in MDA and a greater in-
crease in SOD in patients given a combination of purple sweet potato tuber extract capsules with
simvastatin. This happens because the flavonoids contained in the extract are indeed antioxidants
with various mechanisms'*"> so that the decrease in MDA and the increase in SOD activity are
more pronounced.

CONCLUSION

The combination of purple sweet potato extract capsule with simvastatin is better than simvastatin
in improving the lipid profiles and attenuating oxidative stress of dyslipidemic patients.
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PENGARUH SEL PUNCA MESENKIMAL PADA SCAFFOLD PRIMO
TERHADAP KADAR MMP-8 YANG DILAKUKAN LAMINOPLASTI

RONI EKA SAHPUTRA

Divisi Orthopedi Bagian Bedah Fakultas Kedokteran Universitas Andalas / RSUP Dr. M Djamil,Padang,
Sumatera Barat, Indonesia

ABSTRAK

Kelainan pada tulang belakang khususnya stenosis spinal pada saat ini merupakan masalah yang
sering terjadi dengan kisaran 65% dari seluruh populasi yang mengalami nyeri pinggang sehingga
menyebabkan penurunan kualitas hidup. Seiring perkembangannya, berbagai metode Laminoplasti
telah berkembang hingga penggunaan biomaterial sebagai pengganti autograft yang dikombinasikan
dengan sel punca mesenkimal yang diduga akan memberikan hasil lebih baik dalam regenerasi jarin-
gan. Penelitian ini merupakan eksperimental murni dengan disain post test content group only, dimana
menggunakan 16 ekor kelinci sebagai sampel yang akan dibagi kedalam 4 group dan scaffold 3 di-
mensi dengan bahan polimer murni yang dilakukan dari Mei 2017 hingga Juli 2017. Pada Penelitian
didapatkan kecenderungan peningkatan kadar MMP-8 dari perlakuan satu ke perlakuan berikutnya
yang secara statistik peningkatan tersebut bermakna (p<0.05). Dan dari penelitian ini menunjukkan
bahwa reaksi jaringan menunjukkan peningkatan kadar MMP-8 dan scaffold dapat menjadi media sel
punca untuk hidup sehingga proses differensiasi menjadi osteblas menjadi optimal.

Kata kunci : Laminoplasti, scaffold, Sel Punca Mesenkimal, MMP-8

Latar Belakang

Usia Harapan Hidup (UHH), diseluruh dunia mengalami kenaikan dari usia 67 tahun pada
tahun 2009 menjadi 71 tahun pada tahun 2013. Indonesia diprediksi akan mengalami peningkatan
populasi orang tua pada tahun 2025 sebanyak 301 % dari populasi orang tua pada tahun 1985.! Den-
gan bertambahnya populasi orang tua dapat dipastikan bahwa penyakit degeneratif akibat penuaan
akan meningkat. Salah satu sistem organ tubuh yang terkena adalah sistem muskuloskeletal. Ko-
lumna vertebralis merupakan salah satu yang terkena akibat penyakit degeneratif tulang belakang.

Kelainan pada tulang belakang pada saat ini merupakan masalah yang sering terjadi den-
gan insiden meningkat dari tahun ke tahun. Sekitar 65% dari seluruh populasi mengalami nyeri
pinggang. Keadaan ini akan menyebabkan kualitas hidup menurun dan pengeluaran yang banyak
sekali. Bagian yang sering terkena adalah pada tulang leher dan pinggang. Patologi dasar dari
nyeri dapat berupa kelainan di dalam ataupun di luar tulang belakang.Tiap tahun 16,6% populasi
dewasa mengeluh rasa tidak enak di leher, bahkan 0,6% berlanjut menjadi nyeri leher yang berat.
Insiden nyeri leher meningkat dengan bertambahnya usia. Lebih sering mengenai pria daripada
wanita dengan perbandingan 1,67:1.2

Tulang belakang merupakan struktur vital yang menyangga tubuh manusia yang merupa-
kan integrasi dari dari tulang, ligamen, otot, saraf, dan pembuluh darah. Tulang-tulang ini ter-
susun sedemikian rupa dengan celah-celah yang merupakan tempat lewatnya saraf tulang be-
lakang. Berbagai hal dapat menyebabkan celah ini menyempit (stenosis) sehingga menimbulkan
jepitan bahkan cedera saraf sehingga menimbulkan morbiditas dan disabilitas dari kesemutan,
baal, kelemahan otot, kelumpuhan sampai gangguan fungsi miksi dan defekasi.?
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Stenosis spinal ini merupakan kasus terbanyak dalam proses degeneratif di tulang be-
lakang seiring dengan bertambahnya usia. Stenosis dapat terjadi pada daerah central, lateral re-
ses, ataupun di foramen tempat keluarnya radiks dari medulla spinalis.> Berbagai upaya untuk
membebaskan jepitan saraf telah banyak dilakukan dengan dekompresi, baik dengan pendeka-
tan anterior maupun posterior. Pada stenosis yang multiple daerah cervical, teknik dekompresi
dengan laminektomi saja tidak cukup bahkan sering menimbulkan kifosis karena berkurangnya
kekuatan otot untuk memegang tulang-tulang cervical dan berkurangnya pergerakan leher akibat
fusi. Namun dengan teknik laminoplasti, dekompresi dapat dicapai dengan tetap mempertahank-
an pergerakan leher.*

Laminoplasti merupakan teknik pembedahan untuk dekompresi medula spinalis dan neu-
roforamen dengan melakukan rekonstruksi arkus lamina melalui sisi posterior vertebra. Berbagai
jenis teknik laminoplasti telah dilakukan. Pada teknik Hirabayasi, dilakukan rekonstruksi untuk
membuat engsel dimana lamina diangkat tapi tidak dilepaskan. Teknik rekonstruksi lamina atau
laminoplasti dengan mengangkat lamina pada satu sisi bertujuan untuk melepaskan penekanan
pada medula spinalis (dekompresi).® Teknik laminoplasti Kurokawa merupakan teknik rekon-
struksi yang lebih simetris dimana celah yang dibuat berada di tengah-tengah dengan membelah
prosesus spinosus dan membuat dua hinge di hemilamina kiri dan kanan (dua-pintu).®

Pada perkembangannya, beberapa teknik telah diusulkan untuk mengisi celah yang terben-
tuk dan melindungi medula spinalis, diantaranya dengan aufograft prosesus spinosus yang difik-
sasi dengan kawat, autograft dari krista iliaka atau costae. Autograft menjadi standar emas dalam
hal merangsang tercapainya osteogenesis, osteoinduktif, dan juga sebagai osteokonduktif. Namun
dalam penggunaan autograft juga membawa morbiditas yang juga sangat mengganggu pada pa-
sien. Kecukupan graft yang akan diambil terbatas juga morbiditas pada tempat pengambilan graft
dan resiko terjadinya infeksi, sehingga ini yang menyebabkan keputusan beralih ke pilihan lain.
Selanjutnya allograft telah digunakan namun efek osteoinduktif sangat minimal, ketersediaan
terbatas dan dalam perkembangan terakhir mulai memikirkan dalam bentuk yang lain yaitu bio-
material seperti hidroksiapatit atau keramik. Ada yang fiksasi dengan benang, kawat, dan juga ada
dengan pemakaian mini implant pada lamina yang dilakukan laminoplasti.’

Rekonstruksi dari tulang dan tulang rawan tidak dapat dilepaskan dari penggunaan bah-
an-bahan biomaterial, autograft atau allograft yang merupakan komponen dari rekayasa jaringan.
Rekayasa jaringan tulang dan tulang rawan seperti halnya rekayasa jaringan lainnya mengupay-
akan pertumbuhan jaringan tubuh, mempertahankan atau meningkatkan fungsi jaringan dengan
berbagai macam pendekatan. Prinsip dari pendekatan-pendekatan tersebut adalah dengan regener-
asi jaringan insitu, implantasi sel yang telah dikultur atau freshly isolated, dan implantasi jaringan
yang mirip tulang atau mirip tulang rawan yang disiapkan secara in vitro dari sel dan scaffold.

Biomaterial menurut Park dan Bronzio adalah material sintetis yang digunakan untuk
mengganti bagian sistem atau fungsi tubuh yang dihubungkan langsung dengan sel-sel hidup.
Pada saat ini yang banyak digunakan adalah scaffold. Penggunaan scaffold atau wadah tiga di-
mensi sebagai biomaterial memberikan struktur pendukung untuk proliferasi dan diferensiasi sel.
Rasionalisasi penggunaannya sendiri adalah untuk mengurangi potensi penolakan jaringan atau
transmisi penyakit seperti pada penggunaan allograft serta mengurangi morbiditas yang ditimbul-
kan akibat pengambilan donor jaringan dari tempat lain di tubuh pasien (autograft). Beberapa je-
nis material scaffold telah banyak diteliti seperti hidroksiapatit (HA), polimer, keramik, komposit
polimer, dan keramik, serta polimer natural seperti kolagen dan kitin.

85



Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop
dan Pengabdian Masyarakat, 2019

30 Oktober - 2 November 2019
Penelitian pendahuluan dengan uji biokompatibilitas baik secara langsung maupun tidak langsung,
didapatkan bahwa scaffold yang berasal dari polimer lebih baik dari scaffold yang berasal dari kera-
mik nano ataupun polimer nano. Scaffold dirancang untuk bersifat biokompatibel, biodegradasi,
dapat direproduksi, mempunyai porositas tinggi dengan celah yang saling terhubung, dan properti
mekanik yang mirip dengan jaringan inang serta tidak berpotensi menimbulkan reaksi imunologis
dan reaksi rejeksi yang serius. Selain itu scaffold juga diharapkan dapat memediasi proliferasi dan
diferensiasi sel, sekresi matriks ekstraseluler, dan membawa sinyal-sinyal biomolekuler untuk ko-
munikasi sel. Penggunaan scaffold diharapkan dapat memediasi penyembuhan tulang.

Tindakan laminoplasti dan penanaman scaffold akan menimbulkan respon inflamasi. Re-
spon inflamasi akut yang meningkat akan menyebabkan peningkatan pelepasan mediator kimia
sitokin, seperti Interleukin 1 (IL-1), Tumor Necrosis Factor-a. (TNF — o) yang diinisiasi oleh mak-
rofag yang terbentuk sebagai respon inflamasi.” Disamping pelepasan sitokin, inflamasi juga akan
meningkatkan enzim proteolitik, seperti alkaline phosphatase dan matrix metallo proteinase-8
(MMP-8) yang berkontribusi terhadap kerusakan jaringan. '°

Alkaline phosphatase merupakan enzim intraseluler yang terdapat di sebagian jaringan dan
organ, terutama tulang dan hati. Aktivitas yang meningkat akan menimbulkan proses destruksi
tulang.'® Alkaline phosphatase juga berperan dalam pembaharuan tulang. Matrix metallo protein-
ase-8 (MMP-8) berpotensi merusak jaringan dengan cara merusak kolagen tipe 1 sehingga terja-
di degradasi matriks ekstraseluler." Kesuma dalam penelitiannya mendapatkan bahwa terdapat
hubungan antara kadar MMP-8 dengan penyakit periodontitis, sehingga berkontribusi menimbul-
kan kerusakan jaringan pada periodontal gigi. '2

Beberapa molekul pembawa sinyal seperti Bone Morphogenetic Protein (BMP), Trans-
forming Growth Factor-f, dan Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-1) terlibat pada migrasi, pro-
liferasi, dan diferensiasi sel punca mesenkimal (SPM) ditempat yang membutuhkan pembentu-
kan tulang baru. Bone Morphogenetic Protein (BMP) yang terbukti bersifat osteoinduktif dengan
menginduksi diferensiasi SPM yang pluripoten menjadi berbagai sel dari keturunan osteoblastik
melalui stimulasi Alkaline phosphatase (ALP) dengan aktifasi reseptor BMP, Sma and Mad relat-
ed proteins (SMAD), dan ekspresi Runt-related transcription factor 2 (Runx-2/Cbfal).!3

Proses penyembuhan tulang merupakan suatu pengulangan dari proses yang terjadi pada
masa embrionik yakni pembentukan tulang secara endokondral. Proses tersebut secara histolo-
gis dapat dibagi menjadi dua yakni penyembuhan primer dan sekunder. Penyembuhan primer
jarang terjadi dan dimungkinkan hanya bila tidak ada jarak antara fragmen (kontak absolut) atau
dengan jarak minimal. Sedangkan penyembuhan tulang secara sekunder terjadi pada sebagian
besar disrupsi tulang yang terdiri dari osifikasi baik intramembran maupun endokondral serta
pembentukan kalus dan melibatkan aktivasi dari sel punca mesenkimal (SPM) yang berada baik
di periosteum maupun endosteum.

Hampir semua jaringan dapat menjadi sumber SPM. Pada penyembuhan tulang sel ini
dapat berasal dari periosteum, jaringan lunak sekitar tulang, sum-sum tulang, dan endosteum. Sel
punca mempunyai kemampuan untuk memperbaharui dirinya sendiri untuk waktu lama tanpa
merubah strukturnya secara signifikan dan dapat distimulasi untuk berdiferensiasi menjadi ber-
macam-macam tipe sel yang dikehendaki, membentuk jaringan tertentu untuk kepentingan terapi
dengan struktur dan properti mekanik yang sesuai dengan kondisi fisiologis, serta dapat berinte-
grasi sempurna dengan jaringan sekitarnya. Oleh karena karakteristiknya tersebut, SPM terbukti
efektif sebagai terapi pada cedera jaringan.'*
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Saat ini teknik laminoplasti yang dikerjakan di Indonesia khususnya di Rumah Sakit Cipto
Mangunkusumo (RSCM) menggunakan allograft yang berupa tandur tulang sintetik berbahan
dasar hidroksiapatit (HA) yang di import dari luar negri. Pemakaian allograft import ini tentunya
menambah beban biaya operasi secara signifikan terhadap prosedur laminoplasti sendiri yang
menghabiskan biaya yang banyak. Di RS M.Djamil juga telah banyak kasus laminoplasti dengan
menggunakan autograft dari prosesus spinosus.

Seiring dengan meningkatnya prevalensi stenosis kanalis spinalis yang mempunyai mor-
biditas tinggi dan mempengaruhi kualitas dan produktifitas hidup pasien yang tentu saja jumlah
kasus yang dilakukan laminoplasti juga bertambah. Dengan memproduksi sendiri spacer untuk
laminoplasti, diharapkan bentuk dapat lebih disesuaikan dengan ukuran pasien di Indonesia,
mempercepat proses penyembuhan dengan menambahkan sel punca yang bersifat osteoinduktif
seperti SPM. Sel punca mesenkimal yang berasal dari sumsum tulang memiliki potensi untuk ber-
diferensiasi menjadi sel keturunan yang berbeda, termasuk osteoblas, kondrosit, adiposit, tenosit
dan sel sumsum stroma sel.

Disamping itu, SPM juga akan meningkatkan sitokin anti inflamasi transforming growth
factor (TGF-B) dengan menghambat sintesis sitokin pro inflamasi seperti TNF-a, IL-1, dan IL-
6. Penurunan sitokin pro inflamasi ini akan menghambat prostaglandin sehingga pembentukan
MMP-8 juga dihambat.'*

Beberapa penelitian telah meneliti berbagai macam bahan scaffold begitu pula dengan
SPM sebagai zat osteoinduktif, namun belum banyak literatur yang membandingkan bahan scaf-
fold yang digunakan sebagai spacer pada prosedur laminoplasti.

Berdasarkan hal-hal tersebut diatas dan penelitian pendahuluan mengenai materi scaffold
maka penelitian ini dilakukan untuk membuktikan pengaruh scaffold dengan SPM terhadap re-
generasi tulang belakang.

Penelitian ini penting dilakukan untuk melihat bagaimana scaffold yang ditanami sel punca
bisa menjadi penyangga yang kuat dan terjadi fusi yang baik pada level yang dilakukan lamino-
plasti, sehingga akan menurunkan angka kesakitan dan memperbaiki kualitas hidup penderita.

Material dan Metoda:

Sampel terdiri dari 16 ekor kelinci, masing — masing kelompok ditambahkan 2 ekor kelinci
sebagai cadangan, dimana sampel penelitian merupakan kelinci dengan kisaran berat 1500 gram
hingga 2500 gram. Terdapat 16 kelinci yang dilakukan tindakan Laminoplasti. Kelinci dibagi ke
dalam 4 kelompok, yaitu kelompok pertama (K) adalah kelompok kelinci yang hanya dilakukan
tindakan laminoplasti saja, kelompok kedua adalah (P|) adalah kelinci yang dilakukan tindakan
laminoplasti dengan pemasangan autograft, kemudian kelompok ketiga (P,) adalah kelompok
kelinci yang dilakukan tindakan laminoplasti dengan pemasangan scaffolds tanpa sel punca mes-
enkimal mesenkimal, sementara kelompok terakhir (P,) adalah kelompok kelinci yang dilakukan
tindakan laminoplasti dengan pemasangan scaffolds yang disertai sel punca mesenkimal mesen-
kimal di dalamnya. Dari keseluruhan sampel tidak ditemukan adanya kelinci dengan kelainan
pada tulang belakang. Pengambilan darah untuk pemeriksaan MMP-8 dilakukan pada hari perta-
ma sebelum tindakan pada kontrol dan 4 minggu setelah dilakukannya tindakan pada kontrol dan
seluruh kelompok perlakuan.
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Hasil

Dari hasil penelitian didapatkan adanya peningkatan kadar MMP-8 (terlihat dari kelompok
kontrol dengan kelompok perlakuan) dan terdapat kecenderungan meningkat dari perlakuan satu
ke perlakuan selanjutnya. Secara statistik perbedaan tersebut bermakna (p < 0,05) sehingga dapat
dilanjutkan dengan uji Post Hoc. Berdasarkan uji Post Hoc dapat dilihat bahwa perbedaan ber-
makna baru terjadi antara kelompok kontrol dengan kelompok Perlakuan 2 (p < 0,05)

Perbedaan Rata-rata Kadar MMP-8 Kelompok Perlakuan

95% Confidence Interval for

MMP-8
Mean
Kelompok - P
Mean Std. Devia-
tion Lower Bound Upper Bound

Kontrol 0,10 0,029 0,05 0,1443
Perlakuan 1 72,51 39,22 10,10 134,92 0.002
Perlakuan 2 156,28 49,46 77,58 234,98 ’
Perlakuan 3 106,53 56,39 16,79 196,27

Hasil Uji Post Hoc (Bonferroni) antar Perlakuan terhadap MMP-8
Kelompok Kontrol Perlakuan 1 Perlakuan 2 Perlakuan 3
Kontrol 0,194 0,001 0,024

Perlakuan 1 0,194 0,096 1,00

Perlakuan 2 0,001 0,096 0,734

Perlakuan 3 0,024 1,00 0,734

Pembahasan

MMP-8 (Matrix Metalloproteinase-8) dengan proses kolagenase bekerja dengan memecah
kolagen tipe 1 melalui pemecahan triple Helix. Enzim MMP-8 mempunyai peranan penting
dalam perusakan jaringan selama proses inflamasi. MMP-8 juga berperan pada metabolisme
peptidoglikan yang merupakan metabolit dari dinding sel pada bakeri gram positif dan negatif
yang mengaktifkan komplemen, aktifitas imunosupresif, menstimulasi resorpsi tulang dan
menstimulasi makrofag menghasilkan prostaglandin dan kolagenase. '°

Dalam penelitian ini didapatkan peningkatan kadar MMP—8 dimana terdapat kecenderungan
peningkatan dari perlakuan satu ke perlakuan selanjutnya, dan secara statistik peningkatan
tersebut bermakna, hal ini tidak sesuai dengan teori Lozito (2011) dimana penggunaan SPM
mengakibatkan penghambatan yang dimediasi TIMPs (7issue Inhibitor of Metalloproteinase)
sehingga sel punca mesenkimal dinyatakan sebagai sumber yang kuat untuk menghambat sekresi
MMP. Namun Karsdall (2004) mengungkapkan bahwa MMP secara keseluruhan mempengaruhi
terbentuknya osteoblas sehingga bukan hanya kadar MMP-8 saja yang mengalami perubahan.
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Pada penelitian ini, tindakan laminoplasti akan memicu proses inflamasi sehingga akan
meningkatkan kadar MMP-8 dan terlihat pada perlakuan 2 sangat meningkat dibandingkan den-
gan perlakuan 1 dan 3. Membuktikan efek inflamasi dari tindakan laminoplasti juga ditambah
dengan penambahan scaffold akan menunjukkan bahwa reaksi jaringan terhadap peningkatan
kadar MMP-8. Pada perlakuan 3 menunjukkan sedikit penurunan, membuktikan efektifitas sel
punca dalam jaringan sehingga perlu dilakukan evaluasi jaringan dengan pemeriksaan imunohis-
tokimia.

Sedangkan Najib dalam penelitiannya yaitu SPM akan meningkatkan sitokin anti inflamasi
transforming growth factor (TGF-B) dengan menghambat sintesis sitokin pro inflamasi seperti
TNF-a, IL-1 dan IL-6."* Penurunan sitokin pro inflamasi ini akan menghambat prostaglandin se-
hingga pembentukan MMP-8 juga dihambat. Peningkatan MMP-8 menunjukkan efek sel punca
mesenkimal tidak menunjukkan hasil yang optimal sehubungan tidak masuknya sel punca mes-
enkimal dalam sirkulasi sistemik.

Tulang adalah jaringan dengan banyak vaskularisasi dengan properti intrinsik untuk mem-
perbaiki diri, meregenerasi dan merombak. Ini kemampuan yang sangat baik untuk menyembuh-
kan luka traumatik (misalnya patah tulang) tanpa pembentukan bekas luka. Namun, masih ada
sejumlah skenario klinis dimana kemampuan memperbaiki diri dan regeneratif mereka gagal.
Beberapa contoh klasik termasuk cacat tulang besar yang disebabkan oleh luka traumatis, infeksi,
reseksi tumor dan kelainan rangka akibat penyakit bawaan. !¢

Sel punca mesenkimal yang dikombinasikan dengan biomaterial dan ditanamkan ke lokasi
lesi serta penggunaan teknik rekayasa jaringan dianggap sebagai strategi yang menjanjikan un-
tuk mengobati kelainan tulang. Sejumlah penelitian pada hewan kecil telah menunjukkan bahwa
mengobati cacat tulang dengan kombinasi biomaterial dan SPM dapat meningkatkan regenerasi
tulang. SPM sumsum tulang manusia dan semen fosfat kalsium makropor digabungkan dan dit-
ransplantasikan ke dalam cacat kranial berukuran kritis pada tikus.

Kesimpulan

Pada penelitian dengan menggunakan scaffold dengan bahan material dari PLA menunjuk-
kan bahwa reaksi jaringan menunjukkan peningkatan MMP-8 dan scaffold dapat menjadi media
sel punca untuk hidup dan tumbuh sehingga membuktikan proses differensiasi menjadi osteoblast
menjadi optimal
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ABSTRAK

Latar Belakang: Salah satu masalah kesehatan global adalah Penyakit Paru Obstruktif Kro-
nik (PPOK). Pada pasien PPOK terjadi hipersekresi lendir disebabkan oleh epidermal growth
factor (EGF). Pada PPOK juga terjadi inflamasi kronis yang melibatkan neutrofil dan eo-
sinofil. Namun, Hubungan antara keduanya belum jelas. Penelitian ini bertujuan men-
cari hubungan antara kadar EGF dengan jumlah neutrofil dan eosinophil pada pasien PPOK.
Bahan dan Metode: metode cross-sectional digunakan dalam penelitian ini. Telah dilaku-
kan perhitungan jumlah eosinofil dan kadar EGF plasma dari 82 pasien PPOK di Klinik
Harum Melati Pringsewu, Lampung. Hitung jenis leukosit dilakukan untuk meng-
hitung jumlah neutrofil dan eosinofil, sedangkan teknik ELISA digunakan untuk menga-
nalisa kadar EGF. Data kemudian dianalisis dengan uji non-parametrik Mann-Whitney.
Hasil: Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan bermakna kadar EGF plasma
pasien PPOK yang memiliki jumlah neutrofil normal dengan kadar EGF plasma pasien PPOK
yang memiliki jumlah neutrofil tinggi (p = 0,772). Begitu pula pada kadar eosinofil, tidak ada per-
bedaan bermakna kadar EGF plasma pasien PPOK yang memiliki jumlah eosifil normal dengan
kadar EGF plasma pasien PPOK yang memiliki jumlah eosinofil tinggi (p = 0,148).

KESIMPULAN
Tidak terdapat hubungan yang signifikan antara kadar EGF dengan jumlah neutrofil ataupun
eosinofil pada pasien PPOK.

Kata Kunci: EGF, Eosinofil, Neutrofil, PPOK.
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LATAR BELAKANG

Penyakit paru obstruktif kronis (PPOK) adalah penyakit yang tidak menular dan dapat
dicegah. Penyakit ini menjadi salah satu masalah kesehatan utama dunia dan di Indonesia'. Ahli
memperkirakan pada tahun 2020 penyakit ini akan menjadi tiga besar penyebab kematian secara
global®. Penyakit ini umumnya disebabkan oleh paparan asap rokok. Selain asap rokok, paparan
zat kimia berbahaya dan asap biomassa juga dapat menjadi penyebab penyakit ini®.

Penyakit ini dicirikan oleh inflamasi saluran nafas kecil dan hancurnya parenkim paru.
Paparan asap rokok yang terus menerus pada penderita PPOK dapat menyebabkan terakvifasinya
sel epitel saluran nafas dan sel makrofag alveolar di paru paru untuk mengeluarkan sitokin dan
kemokin yang dapat memicu inflamasi. Sekali sel-sel tersebut teraktivasi, akan sangat sulit meng-
hentikan orkestra inflamasi yang terjadi di paru. Gejala yang timbul akibat penyakit ini adalah
sesak nafas yang terus menerus dan progresiv, batuk kronis, dan produksi sputum yang banyak.
Hipersekresi mukus adalah gejala yang sering ditemui pada pasien PPOK®,

Salah satu penyebab hipersekresi mukus pada pasien PPOK adalah pengaruh dari pro-
tein epidermal growth factor (EGF). Protein ini menstimulasi proliferasi otot polos saluran na-
fas EGF dan dapat meningkatkan kinerja neutrofil secara tidak langsung melalui epitel bron-
kial yang terstimulasi oleh EGFa key factor of epithelial repair, enhances the mechanisms of
neutrophil accumulation, thereby promoting neutrophil defences during acute injury but poten-
tially enhancing inflammation in chronic airway diseases. We have now sought to (i°. Neutrofil
yang teraktivasi dan produk sekresinya berupa elastase neutrofil akan menyebakan hipersekresi
mukus oleh sel goblet. Epitel bronkial yang teraktivasi oleh EGF juga akan mengeluarkan alarm-
in, yaitu IL-25 dan IL-33, yang akan memicu sel T2 ILC2 mengeluarkan IL-5, yang merupa-
kan kemoatraktan bagi eosinofil®. Protein EGF telah disinyalir memainkan perannya terhadap
kinerja sel sel inflamasi pada PPOK, namun hubungan antara kadar EGF plasma pada pasien
PPOK dan kadar neutrofil serta eosinofil belum jelas. Penelitian ini bertujuan mencari hubun-
gan antara kadar EGF plasma dengan jumlah eosinophil dan neutrofil pada pasien PPOK.

BAHAN DAN METODE

Telah dilakukan penelitian cross-sectional di Klinik Harum Melati Pringsewu, Lampung,
mulai bulan Maret 2018 sampai dengan Desember 2018. Subyek penelitian adalah pasien laki-la-
ki yang diagnosis PPOK di Klinik Spesialis Paru Harum Melati, Kabupaten Pringsewu Provinsi
Lampung pada bulan April 2018 sampai dengan September tahun 2018. Penderita yang didiag-
nosis PPOK pada periode tersebut berjumlah 171 orang, dengan rincian 150 orang laki laki dan
21 orang perempuan. Sebanyak 82 pasien PPOK dapat diikutsertakan menjadi sampel penelitian,
68 pasien lain tidak bisa diikutsertakan dalam penelitian ini karena memiliki penyakit penyerta
seperti tuberkulosis paru atau tidak kooperatif dalam pemeriksaan spirometri.

Pada pasien dilakukan terlebih dahulu toraks foto dan dilanjutkan uji spirometri untuk
mengetahui fungsi paru. Data jumlah neutrofil dan eosinofil diperoleh melalui pemeriksaan lab-
oratorium berupa hitung jenis leukosit. Kadar neutrofil normal pada pemeriksaan hitung jenis
(differential count) adalah 50-75%, sedangkan eosinofil dikatakan normal bila nilainya 1-3%,.
Uji kadar EGF plasma dilakukan dengan metode ELISA terhadap 82 orang pasien PPOK. Sampel
yang digunakan adalah platelet poor heparin plasma hasil dari pemisahan komponen darah subjek
penelitian. Proses pemisahan ini dilakukan dengan sentrifugator. Proses pengukuran kadar EGF
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dilakukan di laboratorium Prodia, Jakarta. Penelitian ini menggunakan kit ELISA Human EGF
(R&D Systems, Inc., Minneapolis, USA, Cat: DEGO00, Lot: P165621, ED: 21" May 2019). Kit
yang digunakan adalah kit khusus untuk penelitian bukan kit untuk diagnostik atau terapi. Pemb-
acaan ELISA dilakukan dengan Microplate Reader Biorad model 680 (Bio-rad Laboratories Inc,
CA, USA) dengan software Microplate Manager ver 5.2.1 (Bio-rad Laboratories Inc., CA, USA).
Rentang standard kalibrasi alat pengukur adalah 3.91 - 250 pg/mL, Limit deteksi: 0.266 pg/mL.
Data kemudian dianalisis dengan uji non-parametrik Mann-Whitney.

Hasil

Rerata umur pasien PPOK pada penelitian ini adalah 64,5 tahun, dan merupakan perokok
sedang. Rerata nilai kadar EGF pada pada penderita PPOK pada penelitian ini adalah 69,30 pg/
ml, lihat tabel 1. Sebagaian besar pasien PPOK pada penelitian (71,9 %) ini memiliki nilai neu-
trofil normal. Untuk kadar eosinofil, jumlah pasien yang memiliki eosinofil tinggi dan normal
hampir sama banyak, yaitu 49 % dan 51 % , lihat tabel 2.

Tabel 1. Karakteristik Sampel Penelitian.

Karakteristik Pasien PPOK Nilai rerata

Umur (SD) (tahun) 64.5 (8,6)

Indeks Brikman (SD) 409,6 (199,22)
Nilai prediksi FEV1(SD) 55,40 (20,47)
FVC(SD) 74,50 (19,49)
FEV1/FVC(SD) 73,24 (14,51)
Kadar EGF Plasma 69,30 pg/ml (61,45)

Tabel 2. Jumlah neutrophil, eosinofil dan rerata kadar EGF plasma

Variabel N Rerata kadar EGF Plasma (SD) Nilai p
Jumlah Neutrofil

Normal 59 70,00 (62,93) 0,772
Tinggi 23 67,85(58,63)

Jumlah eosinofil

Normal 42 78,56(64,73) 0.148
Tinggi 40 59,77 (56.93)

Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan bermakna kadar EGF plasma
pasien PPOK yang memiliki jumlah neutrofil normal dengan kadar EGF plasma pasien PPOK
yang memiliki jumlah neutrofil tinggi (p = 0,772). Begitu pula pada kadar eosinofil, tidak ada
perbedaan bermakna kadar EGF plasma pasien PPOK yang memiliki jumlah eosinofil normal
dengan kadar EGF plasma pasien PPOK yang memiliki jumlah eosinofil tinggi (p = 0,148).

Pembahasan

Pada PPOK paparan asap rokok, dan bahan gas berbahaya lainnya dapat menyebabkan
kondisi inflamasi dan stress oksidatif. Kondisi ini akan mengaktivasi sel sel epitel saluran nafas
dan makrofag alveolar. Akibatnya, sel sel ini akan melepaskan berbagai sitokin dan hormon yang
akan menarik sel sel radang dan memfasilitasi terjadinya remodeling jaringan paru. Salah satu
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protein yang dihasilkan sel epitel saluran nafas adalah EGF. Hormon ini dapat menstimulasi pro-
liferasi otot polos saluran nafas. Hal ini dapat dijelaskan dengan terjadinya peningkatan ekspresi
EGF pada sel epitel dan sel submukosa pasien bronkitis kronis. Faktor pertumbuhan ini adalah
ligan untuk EGFR yang disintesis sebagai protein precursor transmembran. Protein ini akan dile-
pas dari membran sel dengan bantuan enzim proteolitik, dalam bentuk bebas inilah protein ini
mempunyai efek biologis. Protein EGF terlibat dalam proses perbaikan epithelial dan remodeling
saluran nafas. Hal ini sudah dibuktikan secara in vivo dan in vitro . Secara kolektif, EGF mengin-
duksi remodeling saluran napas dengan memodulasi fibrosis saluran napas dan berkontribusi ter-
hadap keparahan PPOK”.

Pada penelitian ini ditemukan bahwa kadar EGF plasma sebesar 69,30 pg/ml. Kadar EGF
biasanya ditemukan menurun pada pasien PPOK, dan berhubungan dengan keparahan PPOK.
Nilai rerata kadar EGF pada perokok non PPOK ternyata lebih tinggi daripada pasien PPOK?® .
Hal ini berhubungan dengan aktivasi oleh inflamasi saluran nafas kecil dan rusaknya parenkim
paru. Penelitian pada kelompok perokok yang mengalami emfisema juga mengalami penurunan
kadar EGF plasma’.

Nilai neurofil pada hitung jenis leukosit sebagian besar pasien PPOK pada penelitian ini
(71%) adalah normal. Neutrofil pada PPOK mengalami penyimpangan fungsi, dimana neutrofil
pada PPOK meningkat daya hidup dan motilitasnya namun kurang terarah, hal ini dapat menye-
babkan kerusakan yang luas matriks pejamu selama migrasinya. Mediator yang berasal dari Mak-
rofag alveolar dan dari sel epitel paru berpotensi untuk merekrut neutrofil pada PPOK. Neutrofil
lalu bermigrasi ke saluran nafas dipandu oleh neutrophil chemotactic factors, yaitu interleukin
(IL-) 8 and leukotriene B4 (LTB4). Daya hidup neutrofil di saluran nafas dapat meningkat karena
adanya sitokin seperti granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) dan granu-
locyte colony-stimulating factor (G-CSF)'°.

Hampir setengah (48,8%) dari pasien PPOK pada penelitian ini memiliki kadar eosinofil
darah yang tinggi. Pasien PPOK dengan eosinofil darah yang tinggi dihubungkan dengan keadaan
fungsi paru yang lebih baik, dan berhubungan dengan respon terapi dengan menggunakan kor-
tikosteroid'".

Asap rokok dapat dan inflamasi pada pasien PPOK dapat mengaktivasi peningkatan kadar
EGF yang akan berimplikasi pada produksi mukus saluran nafas. Asap rokok juga meningkatkan
regulasi dan ekspresi kemoatraktan bagi neutrofil, dan hal ini ternyata berubungan dengan hyper-
plasia sel goblet'?.

Protein EGF akan diikat oleh resptornya. Reseptor EGF merupakan glikoprotein membran
dengan berat molekul 170kDa yang diaktivasi oleh ligan, yaitu: EGF, (transforming growth factor
(TGF) alpha, heparin-binding (HB)-EGF, amphiregulin, betacellulin (BTC) dan epiregulin. Ban-
yak sel inflamasi yang memproduksi ligan tersebut, diantaranya eosinophil, neutrofil, sel mast,
dan makrofag". Aktivasi EGFR oleh ligannya (EGF dan TGF alpha) menyebabkan peningkatan
regulasi gen MUCSAC dan ekspresi protein pada epitel pernafasan. Interaksi EGFR dan ligan
juga menyebabkan posfolirasi enzim Tyrosine Kinase EGFR yang merangsang sintesis MUC-
5CA untuk memproduksi mukus. Ligan EGF dan TGF-alpha juga merangsang sintesis MUC5CA
dan MUC?2 pada epitel pernafasan. Penelitian invitro pada tikus menyebutkan induksi ovalbumin
pada saluran nafas tikus dapat meningkatkan produksi sel goblet melalui mekanisme EGFR'.
Penelitian lainnya menyebutkan banyak stimulus menyebabkan produksi mucus melalui aktivasi
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EGFR pada sel epitel bronkus manusia normal'*. Ekspresi EGFR pada saluran nafas dapat dip-
icu oleh banyak stimulus inflamasi, yaitu : TNF o, kerusakan mekanik, rokok, produk inhalasi
berbahaya seperti napthalen atau bleomisin. Aktivasi EGFR dapat dibagi menjadi 2 mekanisme,
yaitu ligan bebas EGFR dan ligan EGREF terikat posforilasi tirosin kinase (TK). Pada ligan EGFR
bebas, ligan EGFR berikatan dengan EGFR di ekstrasel. Sedangkan pada ligan EGFR terikat
Prosforilasi TK, ligan EGFR merespon stress oksidatif yang diakibatkan oleh paparan rokok dan
aktivasi neutrofil pada saluran nafas'>.

Aktivasi ligan bebas dan ligan EGFR terikat yang memicu sintesis mukus. Ikatan ligan
EGFR di domain ekstraseluler pada sel epitel saluran napas diikuti oleh fosforilasi residu tirosin
di domain intraseluler. Ligan aktif (contoh: TGF-a) dilepaskan oleh sel-sel inflamasi yang direkrut
(seperti eosinofil dan makrofag) atau diproduksi oleh proligan membran (proTGF-a). Proligan
dapat dibelah oleh protease neutrofil (neutrofil elastase manusia) atau oleh protease membran
epitel dalam merespon rangsangan bakteri P acruginosa. Atau, aktivasi EGFR dapat terjadi tanpa
adanya ligan terikat (aktivasi ligan bebas) oleh fosforilasi residu tirosin dalam domain intraseluler
langsung (tidak ada ligan) dalam merespon rangsangan (seperti asap rokok, neutrofil aktif yang
menghasilkan stres oksidatif). Oksigen radikal bebas juga diketahui dapat mengaktifkan proligan
EGFR pada sel epitel yang menghasilkan aktivasi EGFR yang kemudian memicu kaskade hilir
untuk mensintesis gen mucin dan protein*°. Mekanisme sinyal EGFR berperan dalam produksi
mukus saluran nafas, rekruitmen neutrofil via produksi IL-8, dan perbaikan sel epitel saluran
pernafasan. Reseptor EGF juga menginduksi respon imun bawaan pada penyakit infeksi kronis
saluran pernafasan seperti PPOK, kista fibrosis, dan asma’.

Pada penelitian ini, tidak terdapat hubungan antara jumlah neutrophil maupun eosinofil
dengan kadar EGF plasma. Walaupun secara teori produksi EGF dipicu oleh aktivasi neutrophil
dan eosinofil, dan EGF pun dapat mengaktivasi fibroblast dan menstimulasi fibroblast, dan men-
stimulasi secara tidak langsung aktivitas neutrofil melalui sel epitel saluran nafas yang teraktivasi,
namun ternyata peningkatan kadar EGF tidak berhubungan langsung dengan jumlah neutrofil.
Hal ini dimungkinkan karena memang jalur aktivasi sel sel radang pada patofisologi PPOK be-
lum diketahui secara pasti. Masih banyak missing link yang belum ditemukan untuk menyingkap
mekanisme penyakit ini.

KESIMPULAN

Tidak terdapat hubungan yang signifikan antara kadar EGF dengan jumlah eosinophil plas-
ma ataupun neutrofil plasma pada pasien PPOK. Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk meny-
ingkap hubungan antara EGF dengan sel imunokompeten dan mediator inflamasi yang dihasil-
kannya untuk memahami dan mencegah PPOK.
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Abstract

Chronic Obstructive Pulmonary Disease (COPD) is an airflow barrier disease that often arises in
cigarette exposure in active or passive smokers, but not all smokers will suffer from COPD, the
suspected role of genetic polymorphisms contributes to risk factors for COPD incidence.Ciga-
rette smoke consumed by humans will be detoxified by the enzyme Glutathione S-Transferase P-1
(GSTP1) which plays a role in the metabolic process of cigarette electrophilic material in the human
body. Polymorphism in the nucleotide sequence 313 in the gstpl gene will cause the amino acid to
change from sequence 105 to isoleucine to valine, thereby reducing the activity of the enzyme.

This study aims to identify the GSTP1 gene polymorphism in patients with chronic obstructive
pulmonary disease (COPD). This research aims to identify genetic polymorphisms in the western
Sumatra community in Padang city related to certain diseases, and knowledge about this will have
a treatment effect, which is better for people with COPD.

This research is an observational study, using consecutive sampling method. The subjects who meet the
inclusion and exclusion criteria and signed informed consent took 5 ml of blood and then carried out
DNA isolation from peripheral leukocytes using a DNA isolation kit from Promega. Then it is stored until
the total sample is collected in the refrigerator temperature of -40°C. The genotyping process with the
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) method was carried out using the BsmA1 enzyme.

In 53 subjects, this study had GSTP1 genetic polymorphism with 56.6% wildtype genotype,
37.7% heterozygote, and 5.7% homozygote mutant.

Keyword: GSTP1, COPD, Polymorphism, Smoker, Padang

ABSTRAK

Penyakit Paru Obstruktif Kronis (PPOK) adalah penyakit hambatan aliran udara yang sering muncul
akibat paparan rokok pada perokok aktif atau pasif; tetapi tidak semua perokok akan menderita COPD,
Diduga terdapat peranan polimorfisme genetik terhadap faktor risiko kejadian PPOK.Asap rokok
yang dikonsumsi manusia akan didetoksifikasi oleh enzim Glutathione S-Transferase P-1 (GSTP1)
yang berperan dalam proses metabolisme bahan elektrofilik rokok dalam tubuh manusia. Polimorfisme
dalam urutan nukleotida 313 dalam gen gstp1 akan menyebabkan asam amino berubah dari urutan 105
menjadi isoleusin menjadi valin, sehingga mengurangi aktivitas enzim.Penelitian ini bertujuan untuk
mengidentifikasi polimorfisme genetik di masyarakat kota Padang terkait dengan penyakit PPOK.

Penelitian ini adalah penelitian observasional, menggunakan metode consecutive sampling. Su-
byek yang memenuhi kriteria inklusi dan eksklusi dan menandatangani informed consent men-
gambil 5 ml darah dan kemudian melakukan isolasi DNA dari leukosit perifer menggunakan
kit isolasi DNA dari Promega. Kemudian disimpan sampai total sampel dikumpulkan dalam
suhu kulkas -40°¢. Proses genotipe dengan metode Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) dilakukan dengan menggunakan enzim BsmAl.

Diperoleh hasil dari 53 subyek penelitian terdapat polimorfisme genetik GSTP1 dengan 56,6%
genotipe tipe wildtype , 37,7% heterozigot, dan 5,7% mutan homozigot. Dan disimpulkan bahwa
kasus PPOK terbanyak dengan variant wildtype.

Kata kunci: GSTP1, COPD, Polimorfisme, Perokok, Padang
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Introduction

Chronic Obstruction Pulmonary Disease (COPD) is a disease of the resistance of the air-
flow in the respiratory tract that is progressive because of exposure to risk factors such as smoking
(1). The prevalence of COPD in Indonesia shows 3.7 per 100 inhabitants and 3 per 100 inhabi-
tants in West Sumatera (2)

Nowadays, genetic factors being one of the risk factors of COPD because of only 25% of
smokers who suffer from COPD. (3) There are some studies which found that there is a relation-
ship of genetic variation in enzymes that detoxify cigarette products such as the enzyme glutathi-
one S-transferase (GSTs). The GST enzyme is a large family of enzymes that play a role in the
conjugation process of glutathione, facilitating detoxification, metabolism, and excretion of ciga-
rette products. There are 6 GST enzyme groups, namely alpha (GSTA), Mu (GSTM). Pi (GSTP1),
Theta (GSTT1), Sigma and Kappa. GSTP1 enzymes are found in the respiratory tract. (4)

The enzyme Glutathione S-Transferase P1 (GSTP1) was coded by the GSTP1 gene on the
11q13 chromosome. Found single nucleotide polymorphism (SNP’s) is the alteration of a nu-
cleotide base in the 313 sequences of Adenine into guanine in this gene. This nucleotide change
will lead to decreased GSTP1 enzyme detoxification activity and raises the accumulation of toxic
products. (5) In research before his found occurred his increased risk of occurring chronic ob-
structive pulmonary disease in patients with variants Val/Val and Ile/Val compared to Ile/Ile (6).

Detoxification plays a vital role to protect cells from environmental damage, genotoxic and
oxidative stress, but also associated with drug resistance (7) Polymorphisms in the GSTs gene will
alter the catalytic activity of the enzyme so that it affects the detoxification of its substrates, includ-
ing cigarette products and medicinal metabolites(8) This polymorphism has a role in the vulnerabil-
ity of the disease including cancer events, COPD and resistance to cancer treatment. (9)

Method

This study design was a descriptive study and involved 59 COPD patients undergoing
therapy at Dr. Rasidin District General Hospital, Padang. Moreover, GSTP1 genotyping analysis
conducted in the biomedical laboratory of the Faculty of Medicine, Baiturrahmah University,
Padang. The subject of the study is incorporated after stating the willingness to participate in the
research and signing of recognition.

Genotyping method DNA samples were isolated from blood leukocytes cells using theWizard®
Genomic DNA purification Kit (Promega Corporation, USA). The DNA isolation process follows
the procedure established by the manufacturer. Then the DNA is stored at a temperature of-400C
until all DNA samples are accumulated. Once the entire sample is accumulated, DNA is ampli-
fied using the polymerase Chain Reaction method following the procedure used by Hasni et al.
Forward and reverse primary sequences used as follows: 5 '-GAG GAA ACT GAG ACC CAC
TGAG-3 “and 5 *-AGC CCC TTT CTT TGT TCA GCC-3 ‘. 4.6 Chain DNA denatured on incu-
bation process at 940C for 5 min, followed by 35 chain reaction cycle (94°C for 30 sec, annealing
at 61°C for 30 sec and 72°C for 30 seconds) followed by final stage on A temperature of 72°C for
5 minutes. The PCR product is then electrophoresis with 2% agarose which has been stained with
ethidium ipratropium bromide and obtained by DNA fragment 424bp. PCR product is cut with the
PCR-RFLP technology using 4 (New England Biolabs) restriction enzyme units for 40 Minutes at
55°C and electrophoresis on 3% agarose gel with ethidium ipratropium bromide. (10)
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Result

Research has been conducted in 59 patients with chronic obstruction of lung disease in
Rasyidin HOSPITAL in Padang City, but on genotyping examination six blood samples did not

succeed to be performed DNA isolation, so it is challenging to identify polymorphism genetic
enzymes GSTP1 from that blood.

Figure 1. Representative electrophoresis gel of PCR-RFLP Productin GSTP1
polymorphism.

At electrophoresis gel, The bands appear on 292 and 132 BP which shows subjects with Wildtype,
bands on 292, 222, 132, and 70 BP showed subjects with heterozygotes mutant and bands on 222,
132, and 70 BP showed subjects with homozygotes mutant.

Farumangul
mid ani
(4.1

Figure 1. The proportion of polymorphism GSTP1 on research subjects
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Table 5.2 Characteristics of research subject based on genetic polymorphism of Glutathi-
one enzyme S-Transferase P1

Genotyping N %

Wildtype 30 56.6
heterozygote mutant 20 37.7
homozygote mutant 3 5.7
Total 53 100

Table 5.2 Characteristics of demographic research subjects

Variable Subjects wT Heterozygote homozygote
n(%) n(%) n(%) n(%)

Age

40-49 4(7.5) 4(13,3) 0 0

50-59 14(26.4) 8(26,7) 6 (30,0) 0

60 or older 35(66.0) 18 (60,0) 14 (70,0) 3 (100)

Sex

laki-laki 49 (92.5) 27 (90) 19 (95) 3(100)

Perempuan 4(7.5) 3(10) 1(5) 0(0)

Smoking

Yes 43 (81.1) 22 (73,3) 18 (90) 3 (100)

No 10 (18.9) 8 (26,7) 2 (10) 0

Total 53 30 20 3

Discussion

Glutathione Enzyme S-Transferase (GSTs) is an enzyme that plays in the metabolic pro-
cess phase II, working by catalyzing glutathione conjugation with various substrates, including
cigarette products, mutagen, carcinogens, chemotherapy agents such as agents The allocation and
Anthracycline (7) polymorphism in the GSTs gene will alter the catalytic activity of the enzyme
so that it affects its substrate detoxification including cigarette products and medicinal metabo-
lites. (11) Some studies mention that this polymorphism has a role in the vulnerability of diseases
including COPD (12)

GSTP1 is the most widely expressed enzyme GSTs throughout the body, can be found in
erythrocytes, placenta, lungs, brain, muscles, and liver. The GSTP1 gene has been mapped on
a 11q13 chromosome and has two types of Nonsynonymous Single Nucleotide Polymorphism
(SNPs). One of Nonsynonymous Single Nucleotide Polymorphism (SNPs) In this GSTP1 gene
is a single nuclei substitution in The position to 313 exons 5 of adenine becomes guanine which
causes the substitution of amino acids to 105 from isoleucine to Valine (Ile/Val105). This change
affects the geometry where the substrate of the enzyme GSTP1 resulting in substrate affinity 1/3
times lower in vitro (8)

In this study obtained the subject data with Wildtype 56.6%, mutant heterozygous 37.7%,
and a homozygous 5.7%, the result was slightly different from the research in Turkey that found
COPD patients with wildtype of 61.1%, heterozygous mutant% 29.2 and Mutant homozygous by

100



Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop

dan Pengabdian Masyarakat, 2019 30 Oktober - 2 November 2019

9.7%. Other results were also reported in Japan, in patients with COPD that wildtype amounted to
79%., heterozygous mutant 21% and mutant homozygotes 0%. The difference in this proportion
of proportions can be influenced by different ethnic populations. (13) The study also reported
that the subjects of the most COPD sufferers were males, aged over 60 years and smokers. This
is in accordance with the research conducted by Raherison in 2009 which mentions that male
prevalence suffers from COPD 9.8% (CI 95%: 8-12.1) and women at 5.6% (CI 95%: 4.4-7), the
most age prevalence suffers from COPD above 65 years Of 14.2% (CI 95%: 11-18), and more
active smokers suffer from COPD with the findings of 15.4% (CI 95%: 11.2-20.7) compared
to non-smokers 4.3% (CI 95%: 3.2-5.7) (14). Cigarette smoke has a very high reactive oxidant
content. This substance induces inflammation in the lungs and airway. Studies have shown that
smokers have chronic inflammatory changes, it is characterized by an increased number of in-
flammatory cell types in various parts of the lungs, and structural renovations resulting from
reinjuries and repairs(15)

Conclusions

The COPD sufferer in this research has a large variant GSTP1 wildtype.
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ABSTRAK

Osteomielitis paling banyak disebabkan oleh Staphylococcus aureus. Kejadian penyakit ini telah
meningkat dari 3 kasus per 100.000 populasi per tahun pada tahun 1997 menjadi 24,4 kasus per
100.000 populasi per tahun dalam penelitian berbasis populasi baru-baru ini. Bone cement yang
paling banyak digunakan adalah Polymethyl methacrylate (PMMA).Gentamisin bersifat bakterisid
dan memiliki spektrum kerja yang luas, salah satunya terhadap bakteri Staphylococcus aureus.

Penelitian ini merupakan penelitian experimental dengan menggunakan metode difusi. Objek peneli-
tian yaitu Gentamisin- bone cement yang terbagi dalam tiga konsentrasi 5%,10%, dan 20% yang diuji
terhadap Staphylococcus aureus. Selanjutnya akan diamati apakah terdapat aktifitas Gentamisin-borne
cement dan berapa lama waktu optimal pelepasan konsentrasi antibiotik dari bone cement berdasarkan
diameter area inhibisi yang terbentuk yang didapatkan berdasarkan observasi dan pengukuran diam-
eter selama 19 minggu pada bulan Maret hingga Juli 2019. Hasil penelitian menunjukkan terdapat
aktifitas Gentamisin 5%,10%,20%- bone cement terhadap Staphylococcus aureus. Berdasarkan pen-
gamatan yang dilakukan waktu optimal pelepasan konsentrasi Gentamisin yaitu lebih kurang 14 hari.

Penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Kaharudin (2019), Chang (2014), dan
Azi (2010) yang menemukan bahwa Gentamisin memiliki efektivitas dalam menghambat aktifitas
bakteri Staphylococcus aureus.

Kata kunci: Bone Cement, Gentamisin, Polymethyl methacrylate (PMMA), Staphylococcus aureus
ABSTRACT

Osteomyelitis most commonly caused by Staphylococcus aureus. The incidence has increased from 3 cases
per 100,000 population per year in 1997 to 24.4 cases per 100,000 population per year in a recent popula-
tion-based study. The most widely used bone cement is Polymethyl Methacrylate PMMA). Gentamycin
has a bactericidal effect and broad spectrum of act,one of which is against Staphylococcus aureus.

This research is an experimental study using the diffusion method. The research object was Genta-
mycin-bone cement which was divided into three concentrations, 5%,10%,20% which were treating
against Staphylococcus aureus. Furthermore, it was observed whether there was a Gentamycin-bone
cement effect or not and how long were the optimal time to release Gentamycin concentrations from
bone cement based on the diameter of the inhibition area which were formed.It was obtained based on
observation and measurement of diameter for 19 weeks (March-July 2019). The results showed there
was an activity of Gentamicin 5%,10%,20%-bone cement against Staphylococcus aureus.Based on
observations made the optimal time to release Gentamicin concentrations were about + 14 days.

This study same with Kaharudin (2019),Chang (2014),and Azi (2010) research who have found
that Gentamycin has an effectiveness in inhibiting the activity of Staphylococcus aureus.

Keywords: Bone Cement, Gentamycin, Polymethyl methacrylate (PMMA),Staphylococcus aureus
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PENDAHULUAN

Osteomielitis merupakan infeksi sekunder pada tulang yang dapat bersifat akut maupun
kronik yang dapat berkembang secara hematogen, perkontinuitatum atau inokulasi langsung.
Staphylococcus aureus merupakan mikroorganisme yang paling sering menjadi penyebabnya,
yaitu sekitar 70-80 %. Mikroorganisme lainnya yang sering menjadi penyebab, seperti Klebsiella,
Pseudomonas, Escherichia coli, Streptococcus, dan Salmonella.!

Dalam sebuah studi berbasis populasi, menggambarkan kejadian osteomielitis selama empat
dekade dari 1969 hingga 2009. Studi ini menunjukkan bahwa kejadian osteomielitis telah meningkat
dari waktu ke waktu dan umumnya insiden nya lebih tinggi pada pria daripada wanita dan angka
kejadian tetap relatif stabil pada anak-anak dan dewasa muda (<50 tahun).!* Kejadian Osteomielitis
yang dilaporkan telah meningkat dari sekitar 3 kasus per 100.000 populasi per tahun pada tahun 1997
menjadi 24,4 kasus per 100.000 populasi per tahun dalam penelitian berbasis populasi baru-baru ini.*

Pasien dengan Osteomielitis perlu dilakukan peninjauan tentang riwayat medis masa lalu
untuk mengidentifikasi faktor risiko yang dapat mempengaruhi infeksi tulang. Pasien sering men-
galami beberapa gejala seperti demam dan keluhan sistemik lainnya, seperti sakit kepala, kele-
lahan, malaise, dan anoreksia. Temuan pemeriksaan fisik Osteomielitis cukup spesifik, palpasi
biasanya memunculkan nyeri pada bagian yang terinfeksi. Osteomielitis dapat diklasifikasikan
berdasarkan jenis infeksi atau berdasarkan durasi sejak timbulnya penyakit. Osteomielitis akut
didefinisikan sebagai infeksi yang didiagnosis dalam 2 minggu setelah timbulnya gejala, Os-
teomielitis subakut didiagnosis jika gejalanya melebihi durasi 2 minggu. Jika infeksi didiagnosis
beberapa bulan setelah timbulnya gejala, maka didefinisikan sebagai Osteomielitis kronis.

Manajemen dari Osteomielitis dengan menggunakan antibiotik yang disesuaikan dengan flora
penyebabnya berdasarkan beberapa pemeriksaan spesifik. Landasan pengobatan Osteomielitis adalah
debridemen tulang nekrotik, jaringan lunak, traktus , dan sinus yang diikuti dengan stabilisasi tulang serta
eradikasi kuman penyebab infeksi. Perawatan ini kemudian dapat diikuti oleh rekonstruksi termasuk
transfer jaringan, pencangkokan tulang, atau osteogenesis daerah gangguan sesuai dengan kebutuhan.”

Bone cement yang paling banyak digunakan adalah Polymethyl Methacrylate (PMMA)
dengan keunggulan memiliki kekuatan mekanik yang tinggi. Bone cement merupakan substansi
yang biasa digunakan pada pasien Osteomielitis dengan tujuan untuk mengisi ruang kosong pada
tulang agar tulang tetap stabil. Bone cement jenis lain yang dapat digunakan diantaranya Calcium
Phosphate Cements (CPCs) dan Glass polyalkenoate Cements (GPCs) yang biasa digunakan pada
berbagai kasus kedokteran gigi.® Berdasarkan penelitian telah menunjukkan bahwa menambah-
kan berbagai jenis antibiotik dalam bone cement, dalam jumlah kurang dari 2 gram per paket stan-
dar bone cement, tidak mempengaruhi sifat mekanik semen. Persyaratan utama adalah antibiotik
campuran harus tahan panas dan harus bertahan lebih lama. °

Salah satu antibiotika golongan aminoglikosida adalah Gentamisin. Gentamisin bersifat
bakterisid dan memiliki spektrum kerja yang luas, salah satunya terhadap bakteri Staphylococcus
aureus. Berdasarkan penelitian yang dilakukan terhadap 30 pasien Osteomielitis kronis, 92%
kultur Staphylococcus aureus memiliki sensitivitas yang tinggi terhadap Gentamisin.'’ Oleh kare-
na itu, peneliti tertarik untuk melakukan penelitian ini untuk mengetahui efektifitas antibakteri
Gentamisin- bone cement Polymethyl methacrylate (PMMA) terhadap Staphylococcus aureus
secara in vitro untuk mengetahui lama aktifitas Gentamisin-bone cement terhadap bakteri Staph-
vlococcus aureus.
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BAHAN dan METODE

Jenis penelitian ini adalah experimental research. Penelitian ini menggunakan metode
difusi untuk menilai ada atau tidaknya aktifitas antibakteri Gentamisin-bone cement terhadap
Staphylococcus aureus serta berapa lama memiliki aktifitas antibakteri yang optimal berdasarkan
observasi. Hasil penelitian diperoleh berdasarkan hasil observasi dengan mengukur luas diameter
pada cawan petri sebagai hasil dari kadar hambat beberapa kombinasi Gentamisin- bone cement
dengan konsentrasi Gentamisin masingmasing nya, yaitu 5%, 10%, dan 20%. Gentamisin yang
digunakan adalah Gentamisin dalam sediaan cair. Bone cement yang digunakan adalah bone ce-
ment PMMA CEMFIX® yang kemudian dibentuk setelah dikombinasikan dengan dosis tertentu
dari Gentamisin dengan menggunakan cetakan silikon. Penelitian dilakukan dari bulan Maret-Juli
2019 selama 19 minggu di Laboratorium Mikrobiologi Fakultas Kedokteran Universitas Andalas,
Padang, Sumatera Barat.

Populasi penelitian ini adalah antibakteri Gentamisin- bone cement dan sampel pene-
litian adalah Gentamisin 5%, 10%, 20%- bone cement. Biakan bakteri Staphylococcus aureus
yang dibiakkan dalam media cawan petri didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Andalas. Seluruh persiapan dilakukan dalam kondisi steril. Kelompok uji
terdiri dari Gentamisin 50 mg (5%), 100 mg (10%), dan 200 mg (20%). Masingmasing kelompok
dicampurkan dengan 1 gr bone cement CEMFIX® dan 0,5 ml monomer, kemudian dilakukan
pengadukan menggunakan spatula dengan kecepatan 1 putaran/detik selama 60 detik. Selanjut-
nya adonan Gentamisin bone cement dituang ke dalam cetakan silikon dan dibiarkan mengeras.
Kemudian cetakan diletakkan sesuai kelompoknya pada cawan petri yang sudah berisi Staphylo-
coccus aureus yang sudah dibiakkan.

Semua sampel bone cement diobservasi dan diperbarui media in vitro nya pada hari ke 1,
minggu 1,2,3,5,7,9,11,13,15,17, dan 19. Hal ini memodifikasi metode observasi yang dilakukan
dalam penelitian oleh Chen (2018) yang melakukan pengamatan pada minggu ke 2,4,6 dan 8 dari
penelitian.” Modifikasi dilakukan untuk mendapatkan hasil yang optimal dalam pengamatan. Pada
setiap perlakuannya dilakukan inkubasi pada suhu 37 .

Setelah diinkubasi selama waktu yang ditentukan, sampel dinilai daerah inhibisi yang
terbentuk pada cawan petri sebagai akibat dari aktifitas antibakteri Gentamisin-bone cement ter-
hadap Staphylococcus aureus, kemudian dilakukan pengukuran diameter dan dibandingkan pada
akhir penelitian untuk mendapatkan waktu paling optimal dari antibakteri Gentamisin-bone ce-
ment dengan tujuan untuk mendapatkan waktu terapi yang optimal saat dilakukannya terapi anti-
biotik lokal pada kasus Osteomielitis.

HASIL dan DISKUSI

Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan sesuai dengan metode difusi didapatkan
bahwa terdapat aktifitas antibakteri Gentamisin- bone cement dalam melawan aktifitas bakteri
Staphylococcus aureus. Selanjutnya, dalam pengamatan terhadap diameter daerah inhibisi yang
terbentuk, didapatkan waktu optimal konsentrasi yang dilepaskan berdasarkan pengamatan terha-
dap diameter dari area inhibisi yang terbentuk sebagai aktifitas dari antibakteri Gentamisin-bone
cement adalah £2 minggu. Setelah 2 minggu terdapat penurunan pelepasan konsentrasi dan cend-
erung stabil dalam diameter yang tampak hingga minggu ke 19.
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Gambar 1. Peralatan yang Digunakan dalam Penelitian

Gambar 2. a. Hasil Penelitian Hari 1; b. Hasil Penelitian Hari ke 2 ; ¢. Hasil Penelitian Hari ke 3

Tabel 1. Diameter Area Inhibisi yang Terbentuk dari Aktivitas Gentamisin — bone cement terha-
dap Staphylococcus aureus

Waktu Qbser- Ukuran Daerah Inhibisi (Diameter dalam cm)
o Gentamisin 5% Gentamisin 10% Gentamisin 20%
Media 1 Media 2 Media 1 Media 2 Media 1 Media 2

Hari 1 8 cm 7,5 cm 8 cm 7,5 cm 8 cm -
Minggu 1 4 cm 3,9cm 4 cm 3,9cm 4,2 cm -
Minggu 2 2,5 cm 2,4 cm 2,2 cm 2cm 2,9 cm -
Minggu 3 2,1 cm 1,85 cm 2,5cm 1,6 cm 4 cm -
Minggu 5 2,0 cm 1,7 cm 1,8 cm 1,8 2,0cm -
Minggu 7 1,9 cm 1,9 cm 1,9cm 1,9 cm 2 cm -
Minggu 9 1,9cm 1,9 cm 1,9cm 1,8 cm 2 cm -
Minggu 11 1,8 cm 1,75 cm 1,8 cm 1,8 cm 1,9 cm -
Minggu 13 1,8 cm 1,8 cm 1,8 cm 1,8 cm 1,9 cm -
Minggu 15 1,9 cm 1,8 1,9 cm 1,8 cm 1,9 cm -
Minggu 17 1,9 cm 1,8 cm 1,7 cm 1,8 cm 1,8 cm -

Minggu 19 1,9 cm 1,9 cm 1,9 cm 1,9 cm 2cm
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Gentamisin merupakan antibiotik yang stabil terhadap panas, pada saat proses pencampu-
ran bone cement (polimer) dengan monomer akan menghasilkan panas yang mencapai 8286°C.!°
Gentamisin yang digunakan pada penelitian ini merupakan Gentamisin cair. Hal ini sesuai den-
gan penelitian yang dilakukan oleh Chang YH dkk (2014) berdasarkan penelitiannya mengung-
kapkan bahwa kombinasi bone cement dengan antibiotika cair memiliki kemampuan pelepasan
antibiotika dari bone cement (elusi) yang lebih efektif dibandingkan dengan kombinasi bone ce-
ment dengan antibiotik bubuk."

Pemilihan Gentamisin 5%, 10%, dan 20 % sebagai antimikroba karena Gentamisin memili-
ki efektifitas yang tinggi dalam menghambat aktifitas bakteri Staphylococcus aureus, hal tersebut
berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Kaharuddin (2019) yang menemukan bahwa Genta-
misin 5 %, 10%, dan 20% memiliki kemampuan dalam menghambat aktifitas bakteri Staphylo-
coccus Aureus. '? Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Chang dkk (2013) dengan menggunakan
bone cements- Ceftazidime, Imipenem, Piperasillin, Gentamisin, dan Tobramisin terhadap be-
berapa bakteri seperti Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA), Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), dll menemukan bahwa Gentamisin-bone cement dapat memiliki
efek antibiotika broad spectrum dan memiliki durasi paling lama dalam membunuh aktifitas ku-
man jika dibandingkan dengan antibiotik lainnya.'

Penelitian lainnya yang dilakukan oleh Azi ML (2010) memperkuat penelitian ini, ia me-
nemukan bahwa Gentamisin jika dicampur dengan bone cement, akan dilepaskan dalam 24 jam,
dan akan mengalami penurunan secara bertahap mulai dari hari 2 hingga 14, setelah hari ke 28
tidak ada sisa dari konsentrasi antibiotik yang dilepaskan.'* Antibiotik akan mengalami pelepasan
dari bone cement secara bertahap dan konsisten. Pelepasan antibiotik dimulai dari permukaan
bone cement, lapisan sublayer, dan bagian dalam dari bone cement."

Penelitian ini tidak mencoba mengkombinasikan beberapa antibiotik dengan Gentamisin,
dikarenakan berdasarkan penelitian Li (2019) mengungkapkan bahwa saat dicampur dengan Van-
comycin terdapat pengurangan pelepasan konsentrasi antibiotik Gentamicin sebesar 50% diband-
ingkan dengan Gentamisin-bone cement saja.'s

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian ini didapatkan kesimpulan bahwa kombinasi Gentamisin
5%,10%,20% dengan bone cement memiliki efektivitas terhadap bakteri Staphylococcus aureus
dan memiliki waktu optimal dalam pelepasan konsentrasi antibiotik berdasarkan observasi selama

+ 2 minggu (14 hari).
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Pendahuluan

Asam Eikosapentanoat atau Eicosapentaenoic acid (EPA) dapat meringankan lesi jaringan
hepar pada perlemakan hati non-alkoholik. Pada studi pendahuluan, kami telah mengembangkan
tikus model stroke-prone spontaneously hypertensive rat strain (SHRSP5/Dmcr) yang diinduksi
dengan diet tinggi lemak dan tinggi kolesterol (HFC) sehingga memberi gambaran non-alcoholic
steatohepatitis (NASH). Pada tikus model ini terlihat fibrosis hepar yang berhubungan dengan ke-
matian sel, baik dalam bentuk nekrosis maupun apoptosis. Penelitian ini bertujuan untuk melihat
efek suplementasi EPA terhadap protein yang terlibat pada apoptosis sel hepar.

Metode

Tikus SHRSP5/Dmer jantan dikelompokkan menjadi 3 kelompok. Kelompok satu sebagai
kontrol, kelompok dua diberi diet HFC, kelompok ketiga diberi diet HFC ditambah dengan EPA,
selama 2, 8 dan 14 minggu. Protein pro-apoptosis dan anti-apoptosis pada hepar diukur dengan
metode Western blot.

Hasil

Diet HFC meningkatkan ekspresi protein pro-apotosis Bax dan Bak di sel hepar, namun
menurunkan ekspresi protein anti-apoptosis Bcl-2 dan Bcel-xl. Suplementasi EPA selama dua
minggu relatif meningkatkan protein Bcl-2 dan Bcel-xl secara sigifikan dibandingkan pada kelom-
pok diet HFC. Peningkatan protein Bax dan Bak pada kelompok diet EPA, relatif tidak setinggi
pada kelompok diet HFC.

Kesimpulan

Suplementasi EPA dapat meningkatkan protein anti-apoptosis sehingga memungkinkan
untuk menghambat kematian sel hepar melalui proses apoptosis.

Kata kunci: Bax, Bak, Bcl-2, Bel-xl, diet tinggi lemak dan kolesterol, NASH
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Pendahuluan

Penyakit perlemakan hati nonalkoholik atau yang lebih dikenal dengan istilah Non-alco-
holic fatty liver disease (NAFLD) merupakan penyakit hati yang terdiri dari spektrum luas dari
simple steatosis ke non-alcoholic steatohepatitis (NASH) dengan atau tanpa fibrosis." NASH
dengan fibrosis menjadi perhatian utama karena berpeluang besar untuk berkembang menjadi
sirosis dan karsinoma hepatoselular. Namun patogenesisnya masih belum jelas diketahui.? Pe-
nelitian sebelumnya menyebutkan bahwa proses yang menonjol terjadi pada NASH adalah apop-
tosis? yang berhubungan dengan terjadinya fibrogenesis.>* Dengan diketahuinya patogenesis ter-
jadinya NAFLD/NASH, diharapkan terapi yang tepat bisa dikembangkan. Saat ini terapi untuk
penyakit perlemakan hati terdiri dari perubahan gaya hidup dengan olahraga dan pengaturan diet
serta obat-obatan.™ Salah satu yang sudah diteliti adalah penggunaan asam eikosapentanoat atau
yang lebih dikenal dengan eicosapentanoic acid (EPA). Asam eikosapentanoat adalah salah satu
komponen dari asam lemak tak jenuh omega-3 atau n-3 poli unsaturated fatty acid (PUFA). Asam
lemak omega-3 adalah asam lemak esensial yang tidak disintesis didalam tubuh manusia.” Asam
lemak omega-3 (EPA ditambah DHA) sebanyak 2-4 gram perhari disetujui untuk pengobatan
hipertrigliseridemia.® Tanaka et al. (2008) menunjukkan bahwa EPA dapat menjadi terapi yang
aman dan bermanfaat bagi pasien NASH.? LI et al. (2015) juga menunjukkan bahwa n-3 PUFA
memperbaiki fungi hepar dan perubahan histologi hepar pada pasien NASH.!° Penelitian pada
hewan juga menunjukkan hal yang sama.!!

Meskipun banyak bukti ilmiah yang menyebutkan keuntungan potensial dari n-3 PUFA,
masih diperlukan pemahaman yang lebih baik bagaimana n—3 PUFA mempengaruhi hepar yang
merupakan jaringan yang sensitif insulin. Kebanyakan penelitian menggunakan kombinasi EPA
dan docosahexaenoic acid (DHA), dua buah n—3 PUFA rantai panjang yang menunjukkan efek
biologi dan spesifik-jaringan yang berbeda. EPA dan DHA telah menunjukkan pengurangan re-
sistensi insulin dan inflamasi pada tikus model yang diberi diet tinggi lemak.!? Penelitian lain
menunjukkan bahwa EPA mencegah penurunan fungsi mitokondria dan kualitas protein yang
dipengaruhi usia dengan lebih baik."”* EPA juga mempunyai efek anti fibrosis pada hewan coba
yang mengalami perlemakan hati.!*!> Penelitian kami sebelumnya juga menunjukkan perbaikan
steatosis dan inflamasi pada hepar dengan suplementasi EPA.!® Namun, fungsinya dalam meng-
hentikan apoptosis dalam penyakit hati serta mekanisme molekulernya belum banyak diteliti.

Pada penelitian sebelumnya, kami mengembangkan hewan coba baru yaitu tikus stroke-
prone spontaneously hypertensive rat (SHRSPS5/Dmcr) untuk mempelajari perkembangan NASH
dengan memberikan diet tinggi lemak dan tinggi kolesterol.'” Diet ini menyebabkan kerusakan
sel hepar secara histopatologi mirip dengan NASH pada manusia. Pada penelitian tersebut kami
menunjukkan bahwa diet tinggi lemak dan tinggi kolesterol (HFC) dapat menginduksi apopto-
sis.!® Oleh karena itu, pada penelitian ini akan diteliti efek EPA pada proses apoptosis sel hepar
menggunakan hewan coba yang sama. Protein yang terlibat pada proses apoptosis diperiksa den-
gan metode Western blot.
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Bahan dan Metode

Hewan coba

Tikus diperlakukan berdasarkan panduan dari Kinjo University Animal Centre dan Na-
tional Institutes of Health. Seluruh tikus jantan SHRSP5/Dmcr pada usia 10 minggu ditempat-
kan dalam suhu dan cahaya yang terkontrol (23-25 °C, kelembaban 55-60%), dibagi menjadi 9
grup (n = 6/group). Tiga kelompok pertama diberi makan pakan standar SP (Stroke-prone) diet
sebagai kontrol, tiga kelompok kedua diberi diet tinggi lemak dan tinggi kolesterol (HFC), dan
tiga kelompok terakhir diberi diet HFC dan suplementasi dengan asam eikosapentanoat (EPA)
(1mg/g BB/hari). Pemberian diet tersebut dilakukan selama 2, 8 dan 14 minggu seperti yang telah
kami laporkan pada penelitian sebelumnya.'® Komposisi SP dan HFC diet telah dijelaskan pada
penelitian sebelumnya.!” Setelah 18-20 jam puasa dari makan terakhir, semua tikus dikorbankan
dengan pembiusan menggunakan pentobarbital (70 mg/kg), kemudian jaringan hepar diambil dan
disimpan pada suhu -80 °C untuk analisis lebih lanjut.

Analisis Western blot

Jaringan hepar dihomogenkan dengan 10 mM phosphate buffer (pH 7.4) mengandung
sukrosa 0.25 M. Sample dimasukkan ke dalam 10% atau 12.5% sodium dodecyl sulfate-poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) dan ditransfer ke membran polyvinylidene seperti
yang telah dijelaskan sebelumnya.'® Membran diinkubasi semalaman pada suhu 4 °C dengan pri-
mary polyclonal antibodi yaitu Bcl-2, Bel-x1, Bax, dan Bak (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA,
USA). Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) digunakan sebagai standar internal
(Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA).

Analisis statistik

Data dipresentasikan sebagai nilai rata-rata + standard deviation (SD). Student's #-test di-
gunakan untuk membandingkan dua grup. Analisis menggunakan SPSS v. 19.0 (Chicago, IL).
Hasil dianggap bermakna jika nilai P < 0.05.

Hasil

Diet HFC tidak mempengaruhi protein Bax pada dua minggu jika dibandingkan dengan
diet SP, diet HFC meningkatkan protein Bax ini pada periode waktu selanjutnya, seperti pada
yang kami laporkan pada penelitian sebelumnya.'® Peningkatan protein Bax pada suplementasi
EPA cenderung lebih rendah dari kelompok diet HFC walaupun tidak signifikan. Begitu juga den-
gan ekspresi protein Bak pada kelompok diet HFC meningkat signifikan dibanding kelompok diet
SP. Pada suplementasi EPA, peningkatan ekspresi protein Bak cenderung lebih rendah dibanding-
kan dengan kelompok diet HFC (Fig. 2). Sebaliknya, ekspresi protein anti apoptosis Bcl-2 pada
kelompok diet HFC di dua minggu mengalami penurunan secara signifikan dibandingkan dengan
kelompok diet SP. Dengan perpanjangan waktu pemberian diet HFC, penurunan Bcl-2 semakin
jelas. Pada dua minggu pemberian suplementasi EPA, penurunan ekpresi protein Bel-2 tidak ser-
endah pada kelompok diet HFC walaupun tidak signifikan. Ekspresi protein Bcl-xI pada suple-
mentasi EPA lebih tinggi secara signifikan dibanding kelompok diet HFC pada saat dua minggu.
Dan begitu juga pada waktu berikutnya, dimana ekpresi Bcl-x1 cenderung lebih tinggi dibanding
kelompok diet HFC. Ini berarti suplementasi EPA dapat menghambat penurunan ekspresi protein
anti-apoptosis karena diet HFC, teutama pada pemberian awal suplementasi EPA.
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Fig. 1. Representatif gambar Western blot protein pro- dan anti-apoptosis pada pemberian diet
kontrol (SP), tinggi lemak dan tinggi kolesterol (HFC) dan suplementasi EPA pada 2, 8 dan 14
minggu. GAPDH digunakan sebagai kontrol loading.
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Fig. 2. Intensitas relatif Western blot protein Bax, Bak, Bcl-2 dan Bcl-x] pada pemberian diet
kontrol (SP), tinggi lemak dan tinggi kolesterol (HFC) dan suplementasi EPA pada 2, 8 dan 14
minggu. Nilai berupa rata-rata + SD dari 6 tikus per grup (kecuali untuk SP 14 minggu, n=7). *p
<0.05 vs. SP; “p < 0.05 vs. HFC.
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Pembahasan

Pada penelitian ini menunjukkan penghambatan protein pro-apoptosis dan peningkatan
protein anti-apoptosis oleh suplementasi EPA. Apoptosis melibatkan mekanisme yang komplek
yang bisa dibagi menjadi dua jalur yaitu jalur ekstrinsik, yang dimediasi oleh death-receptor,
dan jalur intrinsik yang dimediasi mitochondria." Pada jalur ekstrinsik, TNF-a berikatan dengan
TNF-R1 yang akan mengakibatkan trimerisasi dan pengambilan adaptor protein, TNF-R1-associ-
ated Death Domain (TRADD), atau Fas-associated Death Domain (FADD). Selanjutnya, FADD
akan merekrut dan mengaktifkan caspase 8, diikuti oleh pembelahan protein Bid dan translokasi
protein Bax ke dalam mitokondria.?

Penelitian ini menginvestigasi efikasi dari suplementasi EPA sebagai salah satu komponen
dari n-3 PUFA untuk menghambat proses kematian sel hepar. Walaupun suplementasi EPA tidak
ada pengaruh pada elemen pro- and anti-apoptosis yang begitu jelas, tapi EPA meningkatkan ek-
spresi protein anti-apoptosis Bel-x1 secara signifikan pada periode awal pemberian suplementasi
EPA. Ini menunjukkan bahwa EPA mempunyai efek anti-apoptosis dengan meningkatkan protein
anti-apoptosis. Jalur lain bagaimana mekanisme EPA menghambat apoptosis perlu diteliti lebih
lanjut, yaitu TNF-a, caspase 8, caspase 9 dan mitokondria. Kenyataannya, EPA dilaporkan meng-
hambat TNF-a menginduksi aktivasi caspase 8 dan menghambat TNF-a menginduksi terjadin-
ya nekrosis sel.?! Penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa EPA dapat menurunkan aktifitas
caspase-3/7 pada proses apoptosis sel hepar akibat induksi oleh asam empedu, dan efeknya akan
menjadi sinergis jika dikombinasikan dengan DHA.?? Hasil ini ditunjukkan kembali oleh Silvia
et al. (2012), yang menyatakan bahwa efek anti-apoptosis EPA dibuktikan oleh kemampuannya
menurunkan biomarker apoptosis yang utama yaitu aktivasi caspase dan fragmentasi DNA.? Se-
lanjutnya, kerusakan sel hati yang disebabkan oleh penumpukan asam empedu dapat diringankan
oleh n-3 PUFA dengan mengaktifkan mRNA PPARa dan menurunkan mRNA LXRa.*

Kesimpulan

Suplementasi EPA meningkatkan protein anti-apoptosis Bcl-2 dan Bel-xI yang memungk-
inkan terjadinya penghambatan proses apoptosis sel hepar.

Ucapan terimakasih

Penulis mengucapkan terimakasih kepada Mochida Pharmacy (Tokyo, Japan) atas penye-
diaan suplementasi EPA.
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Persentasi Blastocystis hominis pada Anak Usia Sekolah dan Kelompok Dewasa
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ABSTRAK

Blastocystis hominis merupakan salah satu protozoa usus yang sering ditemukan pada pemeriksaan
feses dengan gejala diare ringan atau tanpa gejala. B. hominis dapat dijadikan salah satu indikator
adanya kontaminasi kotoran manusia dengan makanan dan minuman. Penelitian ini bertujuan untuk
mengukur angka infeksi B hominis pada anak usia sekolah dasar dan orang dewasa yang tinggal di
lingkungan berbeda. Penelitian ini menggunakan metode random sampling dengan jumlah respon-
den sebanyak 174 orang. 78 adalah kelompok anak-anak usia sekolah dan 96 merupakan kelompok
dewasa. 46 berasal dari siswa dari SDIT Al-Marjan di lingkungan bersih dan 32 dari siswa SDN 13
Pagi Johar Baru di lingkungan kurang bersih. Kelompok dewasa terdiri dari 50 orang mahasiswa
YARSI sebagai kelompok dari lingkungan bersih dan 49 orang tinggal di Kecamatan Johar Baru
sebagai lingkungan yang kurang bersih. Hasil penelitian menunjukkan angka B.shomminis yang leb-
ih tinggi pada siswa di lingkungan bersih (21.9%) dibandingkan dengan siswa di lingkungan ku-
rang bersih (6.5%). Pada kelompok dewasa B.homminis mencapai 28% dari lingkungan bersih dan
21.7% dari lingkungan kurang bersih. B.homminis ditemukan pada kelompok anak usia sekolah dan
dewasa baik yang tinggal di lingkungan bersih maupun kurang bersih.

Keyword : protozoa usus, Blastocystis hominis, diare, anak usia sekolah
Pendahuluan

Infeksi protozoa masih menimbulkan berbagai masalah kesehatan terutama di negara berkem-
bang !. Anak usia sekolah merupakan salah satu kelompok yang rentan terhadap infeksi protozoa
saluran cerna. Beberapa studi juga menunjukkan angka infeksi protozoa usus yang tinggi pada orang
dewasa. Gangguan yang ditimbulkan bervariasi, mulai dari tanpa gejala, diare ringan, gangguan
sistem pencernaan hingga yang berakibat fatal dapat menyebabkan kematian 2. Salah satu spesies
yang banyak ditemukan adalah Blastocystis hominis dengan prevalensi mencapai 50-60% di negara
berkembang dan 10% di negara maju **. Beberapa studi mencatat bahwa infeksi B.hominis bersifat
pathogen yang menyebabkan diare pada penderitanya namun pada sebagian orang, organisme ini
hidup secara komensal >°. Beberapa tahun terakhir banyak studi mempublikasi bahwa infeksi B.
hominis sering ditemukan pada individu immuno-compromised’. B.hominis dicatat sebagai proto-
zoa usus yang ditemukan pada beberapa hewan seperti, ayam, monyet dan babi 8.

B.hominis merupakan protozoa bersel satu yang ditemukan pada anak-anak dan sering di-
hubungkan dengan rendahnya tingkat sanitasi, kontaminasi air minum dan makanan serta ke-
bersihan individu '. Faktor lain yang tidak secara langsung namun mendukung kejadian infeksi
blastisitis pada anak-anak adalah kurangnya pendidikan kesehatan pada orang tua dan rendahnya
tinkat kebersihan rumah tinggal. Penelitian ini akan melihat bagaimana persentasi B.hominis pada
kelompok anak usia sekolah dan dewasa yang tinggal di lingkungan padat dengan tingkat sanitasi
yang kurang baik dibandingkan dengan kelompok kontrol.
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Bahan dan Metode

Penelitian ini dilakukan di Wilayah Johar Baru Jakarta Pusat yang merupakan lingkungan
tinggal yang padat dengan tingkat sanitasi yang kurang baik. Sebagai kelompok kontrol adalah
masyarakat yang tinggal di Cempaka Putih dan Bekasi. Subyek penelitian adalah kelompok anak
usia sekolah dasar dari dua lingkungan yang berbeda. Untuk kelompok dewasa, subyek penelitian
adalah masyarakat yang tinggal di dua lingkungan yang berbeda.

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan surat lolos kaji etik dari Universitas YARSI. Semua
responden telah menandatangani surat pernyataan yang dijelaskan. Responden yang ikut dalam pene-
litian ini sebanyak 174 orang yang terdiri dari 78 orang anak usia sekolah dasar dan 96 orang adalah
kelompok orang dewasa. Semua sampel feses dikumpulkan menggunakan pot plastik feses yang dileng-
kapi sendok. Sampel diperiksa di Laboratorium Mikro-Parasitologi Fakultas Kedokteran Universitas
YARSI. Metode yang digunakan adalah teknik pemeriksaan feses langsung dengan media garam faal
menggunakan mikroskop cahaya dengan pembesaran lemah 10 x 40. Semua responden dibantu untuk
melakukan pengisian kuesioner data peribadi dan lingkungan tinggal

Rentang usia kelompok anak sekolah adalah 9-11 tahun dan kelompok dewasa anatara 19- 45
tahun. Data penelitian dicatat dan diolah menggunakan SPSS Statistics Destkop dan dianalisis dengan
uji Chi Square.

Hasil dan Diskusi

Sampel yang terkumpul terdiri dari 78 orang dari kelompok anak-anak dan 96 orang dari
kelompok orang dewasa seperti yang tampak pada tabel 3.1. Data kebersihan tempat tinggal di-
hitung dari persentasi kuesioner ketersediaan sumber air bersi dari PAM, sarana toilet pribadi dan
tempat sampah di dalam rumah. Lebih dari 80% subyek telah menggunakan air bersih melalui
ketersediaan PAM dan hampir 20% masih menggunakan air tanah untuk kebutuhan masak, mandi
dan cuci. 69.56% dari subyek yang tinggal di lingkungan kurang bersih telah menggunakan sara-
na toilet peribadi, ada sekitar 30% yang masih menggunakan toilet bersama. Dan pada kelompok
kontrol masih ada 4% yang menggunakan sarana toilet bersama. 56% subyek di lingkungan ku-
rang bersih tidak menyediakan tempat sampah di dalam rumah dan pada kelompok kontrol ada
4%. Angka ini sesuai dengan data yang diberikan oleh Riskesdas dan Beppenas pada tahun 2018.

Kriteria Kontrol sanitasi kurang

Jenis kelamin

laki-laki 35 (70%) 13 (28.3%)
perempuan 15 (30%) 33 (71.7%)
Usia
19-30 tahun 40 (80%) 15 (32.6%)
31-45 tahun 10 (20%) 31 (67.4%)
Sumber air bersih
PAM 41 (82%) 40 (86.9%)
Air tanah 9 (18%) 6 (13.1%)
Toilet
peribadi 48(96%) 32 (69.56%)
bersama 2 (4%) 14 (30.44%)
Tempat sampah
ada 48(96%) 26 (56%)
tidak ada 2 (4%) 20 (44%)
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Data kebersihan peribadi diperoleh dari hasil hitung persentasi kuesioner yang berisi ke-
bersihan kuku pada kelompok anak usia sekolah. Hasilnya terlihat pada Tabel 3.2. 25% anak-anak
dari kelompok sanitasi kurang memiliki kuku kotor dan panjang, Sementara masih ada sekitar
6.5% anak-anak dari kelompok kontrol yang kukunya kotor.

Tabel 3.1. Karakteristik subyek dan kebersihan sanitasi dari kelompok kontrol dan sanita-
si kurang bersih

Kriteria kontrol sanitasi kurang

Jenis kelamin

laki-laki 14 (30.4%) 9 (28.1%)

perempuan 32 (69.9%) 23 (79.9%)
Kebersihan peribadi

kuku bersih 43 (93.5%) 24 (75%)

kuku kotor 3 (6.5%) 8 (25%)

Persentasi infeksi protozoa usus diperoleh dari hitung sejumlah spesies protoa usus pada
pemeriksaan feses. Tabel 3.3 menunjukkan hasil pada kedua kelompok subyek ditemukan kis-
ta B.hominis. Pada kelompok anak —anak yang tinggal di lingkungan kurang bersih B.hominis
sebesar 21.9% dan pada kontrol sebesar 6.5%. Demikian halnya pada kelompok dewasa dari
lingkungan kurang bersih B.hominis mencapai 21% dan pada kelompok kontrol 28%. Hasil ini
hampir sama dengan penelitian yang dilakukan oleh Belleza et al (2016), yang menghitung infek-
si B.hominis di wilayah perkotaan di Filipina pada populasi dengan distribusi usia 1 tahun sampai
70 tahun mencapai angka prevalensi hampir 20% °. Pada pemeriksaan feses juga ditemukan spa-
sies protozoa lain yang menunjukkan adanya infeksi protozoa campuran yaitu B.homminis dan
Entamoeba coli sebesar 3% pada anak-anak di lingkungan kurang bersih. Dan infeksi campuran
B.hominis dan Giardia lamblia sebesar 2% pada kelompok dewasa yang tinggal di lingkungan
kurang bersih. Hasil ini juga ditemukan pada penelitian Abdulsalam et al. (2012) yang melaku-
kan pemeriksaan fese pada anak-anak usia sekolah di Malaysia '°.

Tabel 3.2. Karakteristik subyek dan kebersihan peribadi dari kelompok kontrol
dan sanitasi kurang bersih

Protozoa usus kontrol sanitasi kurang

kelompok anak sekolah

B.hominis 21.9% (N=46) 6.5% (N=32)

E.coli 0 0

B.hominis +E.coli 0 3.1%

Infeksi helmin 0 0
Kelompok dewasa

B.hominis 28% (N=50) 21% (N=46)

E.coli 0 0

B.hominis + G. lamblia 0 2%

Infeksi helmin 0 0
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Uji statistik yang dilakukan terhadap hasil yang berbeda tidak menunjukkan angka yang
bermakna (p> 0,05), artinya infeksi B.hominis dapat ditemukan pada subyek yang tinggal di
lingkungan dengan menggunakan sumber air bersih dari PAM ataupun air tanah,. B.hominis juga
dapat pada subyek yang menggunakan toilet peribadi maupun bersama. Dan B. hominis ditemukan
pada subyek yang menyediakan tempat sampah di dalam rumah ataupun tidak. Infeksi B.hominis
ditemukan pada kelompok anak usia sekolah dan kelopmpok dewasa, walaupun kelompok dewa-
sa dianggap memiliki kebersihan peribadi yang lebih baik dibandingkan kelompok anak-anak.

Infeksi B.hominis yang ditemukan pada penelitian ini tidak ada yang memberikan gejala klinik
atau asimptomatis, baik pada kelompok dewasa maupun anak-anak. Hasil ini berbeda dengan
penelitian yang dilakukan oleh Kaya et al. 2007 dengan mencatat gelaja klinik yang ditimbulkan
pada orang-orang dengan infeksi B.hominis. Salah satu gejala yang khas adalah diare. Selanjutnya
dijelaskan bahwa diare akan menjadi keluhan utama pada penderita B.hominis apabila tidak ada
infeksi protozoa lain .

Simpulan dan Saran

Persentasi infeksi B.hominis pada kelompok anak-anak dan dewasa pada dua lingkungan
berbeda yang memberikan hasil tidak bermakna dapat menjadi petunjuk bahwa kebersihan perib-
adi dan lingkungan belum cukup untuk mencegah transmisi B.hominis, walaupun kebersihan
peribadi memberikan kecenderungan yang berbeda. Untuk penelitian yang akan datang perlu
dilengkapi data adanya hewan peliharaan pada orang-orang dengan infeksi B.hominis .
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ABSTRAK

Hiperplasia prostat dan kanker prostat merupakan dua jenis kelainan prostat yang paling sering
ditemukan pada laki-laki yang berhubungan dengan inflamasi. Hasil penelitian banyak melapor-
kan bahwa network sitokin inflamasi berperan dalam penyakit prostat. Akan tetapi, penelitian
tersebut hanya meneliti satu sitokin pada masing-masing penyakit. Penelitian ini bertujuan untuk
menganalisis network sitokin inflamasi yaitu : ekspresi TGF-B1, IL-8 dan IL-18 secara simultan
pada jaringan hyperplasia prostat dengan kanker prostat.

Penelitian ini bersifat observasional dengan mengevaluasi network sitokin imflamasi secara imu-
nohistokimia dengan menggunakan blok parafin jaringan hyperplasia prostat dan kanker prostat
yang tersedia dilaboratorium patologi anatomi fakultas kedokteran Universitas Andalas Padang.
Ekspresi sitokin seluler pada epitel dan stroma dikerjakan secara semi kuantitatif menurut imuno
reactive score.

Hasil penelitian mendapatkan bahwa ekspresi IL-8 sedikit meningkat pada PCA, sementara itu
ekspresi IL-18 rendah pada jaringan PCA. Lebih lanjut, ekspresi TGF-B1 tinggi pada stroma ja-
ringan BPH.

Sebagai kesimpulan TGF-B1 terekspresi tinggi pada stroma BPH. Penelitian ini diharapkan
mendapatkan network sitokin inflamasi pada penyakit prostat yang dibutuhkan sebagai biomarker
atau target terapi dimasa datang.

Kata kunci : Hyperplasia prostat, kanker prostat, TGF-1, IL-8 dan IL-18.

ABSTRACT

Benign prostatic hyperplasia and prostate cancer are two of the most common prostatic abnormal-
ities to be found on male which related to inflamation. Many studies have reported, many inflam-
atory network cytokiness have a role in prostate diseases. However one sudy have only looked
at one cytokine in each disease. This study aims to analyze the inflamation networks including
TGF-p1, IL-8 and IL-18 simultaneusly in BPH and PCA.

This research is an observational study evaluating inflamatory networks immunohistochemistry
staining using paraffin embedded tissues samples obtained from the Laboratory of Anatomical
Pathology on Andalas University, Padang. The cellular expression of cytokines on ephitelial or
stroma area were done semiquantitatively according to the IRS scoring system.

This study found. IL-8 have slightly higher expression, mean while IL-18 have slightly lower in
ephitelial tissue. TGF-B1 expression was highly expressed in stroma BPH tissue.

In conclusion, there TGF-B1 expression was highly expressed in stromal PBH. This leads to im-
portance of inflamatory network in prostate disease which nedded biomarker on targeted therapy
development in future.

Key words : benign prostatic hyperplasia, prostate cancer, TGF-B1, IL-8, IL-18
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PENDAHULUAN

Pembesaran prostat jinak atau benign prostatic hyperplasia (BPH) dan kanker prostat mer-
upakan dua jenis kelainan prostat dan penyakit urologi yang paling sering ditemukan pada la-
ki-laki', dimana insiden penyakit ini semakin meningkat dari tahun ke tahun. Benign prostatic
hyperplasia (BPH) merupakan jenis neoplasma jinak tersering pada laki-laki usia lanjut, terutama
pada usia dekade kelima ke atas. Hasil pemeriksaan histopatologi prostat pada autopsi menunjuk-
kan prevalensi BPH mencapai 50% pada pria berusia 50-60 tahun dan meningkat lebih dari 80%
pada usia di atas 70 tahun."**# Sementara itu, kanker prostat merupakan jenis kanker bukan kulit
tersering pada laki-laki di seluruh dunia dan merupakan kanker pembunuh nomor dua tersering
pada laki-laki di Amerika Serikat dan negara Barat lainnya.'?

Insiden kanker prostat bervariasi dari negara ke negara, dimana didapatkan lebih tinggi
pada negara maju.Insiden kanker prostat di Asia 2,5 — 10 per 100.000 penduduk. Insiden kanker
prostat di Indonesiabelum diketahui secara pasti. Data hanya diperoleh dari survei dirumah sakit.

Benign prostatic hyperplasia dan kanker prostat juga memiliki kesamaan dalam hal pato-
genesis, keduanya diketahui merupakan jenis penyakit yang berkaitan dengan hormon (hormon
dependen) dan inflamasi pada prostat.'**>%” Walaupun memiliki tempat predileksi yang berbeda
pada prostat, pada dasarnya kedua penyakit ini merupakan penyakit kronis yang ditandai dengan
adanya inisiasi awal (early initiation) dan progresi yang lambat hingga terbentuk suatu gejala
klinis"** Secara histopatologi, BPH lebih sering ditemukan pada zona transisi dan zona sentral
prostat, sedangkan kanker prostat lebih sering ditemukan pada zona perifer.!*> Hanya sekitar 20%
kasus ditemukan BPH dan kanker prostat pada suatu zona yang sama pada prostat.'

Pembesaran yang terjadi pada prostat masih belum jelas penyebab pastinya. Pada lima
tahun terakhir ini,Inflamasi kronis pada prostat merupakan salah satu faktor risiko terjadinya pen-
yakit BPH dan kanker prostat.23#38%10 Sekitar 20% kanker pada manusia, termasuk kanker pros-
tat, diketahui berhubungan dengan adanya inflamasi sekunder akibat suatu infeksi (prostatitis),
asupan makanan, perubahan hormonal atau paparan faktor lingkungan lainnya.*>6510

Pembesaran prostat jinak sering kali dikaitkan dengan inflamasi kronis yang melibatkan
sel limfosit T dan B, serta makrofag.>”*!! Penelitian Medical Therapy of Prostate Symptoms
(MTOPS) menunjukan bahwa inflamasi kronis ditemukan pada sekitar 40% hasil biopsi pasien
dengan nilai prostate-specific antigen (PSA) yang tinggi dan volume prostat yang besar. Selain
itu, inflamasi kronis pada prostat juga dilaporkan dapat meningkatkan risiko progresi BPH dan re-
tensi urine akut, tidak terkecuali pada pasien dengan volume prostat yang kecil.!>>!1:1213 Pada pe-
nelitian REDUCE juga ditemukan bahwa dari 8824 pasien yang dilakukan biopsi prostat terdapat
77,4% pasien yang memiliki inflamasi kronis. Selain itu, inflamasi prostat kronis juga dilaporkan
berhubungan dengan semakin besarnya volume prostat dan tingginya nilai /nternational Prostate
Symptom Score (IPSS). 2311141516

Inflamasi kronis pada prostat diketahui dapat memicu pelepasan sitokin dan faktor-faktor
inflamasi lainnya dari sel-sel inflamasi dan sel epitel prostat yang mengalami hipoksia. Berbagai
sitokin dan faktor inflamasi tersebut akan berinteraksi dengan sel stroma dan epitel prostat, seh-
ingga menyebabkan kerusakan jaringan lebih lanjut.'* Beberapa penelitian menunjukkan peran
lymphocyte-derived growth factor terhadap pertumbuhan sel stroma prostat. Infiltrat limfosit ini
akan memacu pelepasan berbagai sitokin proinflamasi, terutama IL-2, Interferon-y, dan TNF-a.
Pelepasan sitokin inflamasi ini memicu pelepasan sitokin antiinflamasi seperti TGF-Byang nan-
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tinya akan memacu pertumbuhan jaringan fibromuskular prostat. Setelah terinisiasi, sel dendritik
akan mengatur dan menjaga respon infiltrat sel limfosit T di dalam prostat, sehingga menyebab-

kan proses inflamasi menjadi kronis dan mengalami progresi."!

Penna ef al. melaporkan bahwa interferon-y dan IL-17 yang dihasilkan oleh sel-T CD4*
akan menginduksi produksi IL-6 dan IL-8. Interleukin-6 merupakan growth factor autokrin, se-
mentara [L-8 merupakan sitokin parakrin yang dapat menginduksi fibroblast growth factor-2.
Keduanya merupakan growth factor yang menjadi kunci pertumbuhan sel epitel dan stroma pros-
tat pada BPH.!3!1417

Dewasa ini, Hamakawa et al. (2014), melaporkan peran IL-18 sebagai sitokin proinflamasi
dalam patogenesis BPH. Dari penelitian tersebut bahwa IL-18 banyak terekspresi pada jaringan
epitel dan stroma prostat dengan BPH, baik pada tikus percobaan maupun manusia. Lebih jauh
lagi, IL-18R dilaporkan banyak terekspresi pada jaringan stroma, terutama pada bagian sel otot
polos. Interleukin leukin-18 juga dilaporkan dapat meningkatkan kadar trombospondin-1 (TSP-1)
yang dapat meningkatkan proliferasi sel stroma prostat manusia.'®

Kanker prostat disebabkan oleh banyak faktor seperti infeksi, perubahanhormonal, ke-
biasaan diet, inflamasi urinarius, trauma fisik, instabilitas genetik dan epigenetic.Inflamasi kro-
nis diduga berpengaruh kuat terhadap patogenesis kanker prostat. Adapun peran inflamasi kronis
tersebut banyak dikaitkan dengan infeksi (terutama infeksi menular seksual).Dugaan infeksi ini
diperkuat, karena penggunaan obat anti inflamasi seperti aspirin dan non steroid. Anti inflamasi
dapat mengurangi resiko kanker prostat, oleh karena itu inflamasi dianggap sebagai factor inisiasi
untuk terjadinya kanker prostat.!:>*>

Walaupun PROSTAT-SPESIFIC Antigen (PSA) pada saat ini dianggap sebagai predictor untuk
mengindentifikasi kanker prostat, tetapi masih dipertanyakan apakah efektif untuk menentukan survival
rate. PSA juga mempunyai keterbatasan tidak cukup bisa membedakan secara jelas antara hyperplasia
prostat dan kanker prostat, sehingga tidak bisa digunakan sebagai marker untuk deteksi kelainan prostat.
Oleh karena itu, diperlukan bahan yang lebih dipercaya sebagai marker untuk deteksi kanker prostat '

Kanker prostat memiliki spektrum klinis maupun gambaran histologis yang luas yang berhubun-
gan dengan luaran akhir penderita. Diantara gambaran histologis ini, indeks Gleason merupakan sistem
skoring yang memiliki korelasi kuat dengan luaran klinis penderita. Indeks ini menggambarkan gamba-
ran differensiasi sel yang mencerminkan differensiasi sel tumor. Differensiasi sel pada keganasan dipen-
garuhi berbagai mutasi genetik pada tumor serta interaksi sel tumor dengan faktor sost seperti sitokin, sel
imun, dan vaskularisasi. Berbagai sitokin seperti Transforming growth factor 1 (TGF 1), dan berbagai
interleukin mempengaruhi interaksi sel tumor dan Aost.*

Transforming growth factor B1 dikenal sebagai faktor pengendali progresifitas tumor. Sitokin ini
memiliki peran bifasik dalam karsinogenesis. Pada fase awal perkembangan kanker TGF 1 berperan
sebagai tumor suppresor dengan cara menghambat proliferasi seluler.Akan tetapi pada stadium lanjut jus-
tru akan berfungsi sebagai promotor tumor. 7ransforming growth factor 1 akan menginduksi perubahan
seluler yang akan berhubungan dengan invasi sel tumor". Kehilangan fungsi TGF -1 ditemukan pada
sejumlah keganasan seperti kanker payudara, ovarium, oesophagus, kepala dan leher. Perubahan epi-
genetik yang menurunkan ekspresi TGF juga telah ditemukan pada karsinoma lambung, paru dan kolon'3

Interleukin-8 adalah sitokin proinflamasi yang banyak ditemukan pada berbagai jenis tumor solid,
termasuk kanker prostat, dan diduga berperan dalam proses malignansi melalui kemampuannya dalam
meregulasi matriks metalloproteinase (MMP).Interleukin-8 yang berikatan dengan CXR1/2 bekerja se-
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cara autokrin untuk menjaga pertumbuhan dan kesinambungan sel kanker melalui berbagai jalur aktivasi.
Lebih jauh lagi, melalui mekanisme tersebut, IL-8 dapat mengatur mediator inflamasi lainnya secara
parakrin, serta memperkuat ekspresi CXCR4 dan CCL2 yang berperan dalam proliferasi, kesintasan, dan
motilitas sel tumor. IL-8 juga dilaporkan ikut berkontribusi dalam peningkatan aktivitas reseptor andro-
gen pada kasus kanker prostat dengan ADT."

Berdasarkan latar belakang diatas, penelitian ini bertujuan untuk menjelaskan perbedaan ekspresi
sitokin yang berpengaruh dalam patogenesis BPH dan kanker prostat, sehingga dapat menjadi pembeda
antara BPH dan kanker prostat. Penelitian ini diharapkan mendapatkan network sitokin inflamasi pada
penyakit prostat yang dibutuhkan sebagai biomarker atau target terapi dimasa datang,

METODE PENELITIAN
Jenis dan Desain

Penelitian ini adalah penelitian observasional dengan desain cross sectional comparative,
dimana variabel dependen dan independen diperiksa pada waktu bersamaan.

Populasi dan sampel penelitian

Populasi adalah blok parafin yang berasal dari jaringan prostat yang diambil dari hasil
operasi dokter bedah urologi yang tersimpan di Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedok-
teran Universitas Andalas Padang.

Sampel adalah bagian populasi yang memenuhi kriteria inklusif dan ekslusif.
Kiriteria Inklusi.

a. Sediaan blok parafin yang baikpada penilaian HE untuk BPH dan diagnosis kanker prostat
yang diproses dengan baik.

Kriteria Eksklusi
a. Sediaan yang tidak memenuhi syarat untuk pemeriksaan imunohistikimia.
Besar Sampel
Jumlah minimal sampel yang diteliti dalam penelitian ini ditentukan berdasarkan rumus
sampel analitis tidak berpasangan(Sastroasmoro, 2008; Dahlan, 2010)
(Za+ZP)S]*?
nl=n2 =42
X=X,

Keterangan :

nl =n2 : Besar sampel

Zo. : Deviat baku alfa (tingkat kemaknaan = 1,96)
ZB : Deviat baku beta (0,842)
X -X, : Perbedaan Klinis yang diinginkan (clinical Judgement)

Dari hasil penghitungan menggunakan rumus sampel diatas, ditetapkan besar sampel untuk
tiap kelompok, sebesar 40. Sehingga total besar sampel yang digunakan untuk kedua kelompok
adalah 80 orang.
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Cara Pengambilan Sampel

Sampel diambil secara Consecutive sampling, dimana sediaan yangmemenuhi kriteria in-
klusif dan eksklusifdiambil sampai mencukupi besar sampel yang diinginkan.

Alat dan Bahan Penelitian
Alat
1. Alat pembuatan sediaan jaringan.
Mikrotom leica®RM-2135, oven laboratorium, waterbath
Kaca objek berlapis Poly-L-lysine
2. Alat untuk pewarnaan imunohistokimia

tempat pewarnaan dan pencucian, timer, pipet serologik, pipet Ependorf, tabung plastik,
kertas saring, waterbath, freezer dan microwafe Toshiba®

3. Alat untuk pengamatan dan dokumentasi sediaan

1 unit Multi Head Microscope Olympus dan Nikon® Digital Net Camera DN 100 + SD
Card, 1 unit Personal Computer Inter Pentium® Processor

Bahan Penelitian

1. Jaringan yang berasal dari karsinoma prostat dan hiperplasia prostat yang berasal dari
operasi prostat dan tersimpan dilaboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran
Unand

2. Bahan pemeriksaan IHK;
Xylene I, 11, 111,
Ethanol 100%, 90%, 70%,
Protein Block Reagen; Normal goat serum, Vector laboratories
Phosphate Buffer Saline (PBS), Merck
H202 30%, Merck
Avidin Biotin Complex, Vector laboratories
Haematoxylin;Merck
Tris HCI buffer pH 7,6
Citrate buffer pH 6,0
3. Antibody primer;
a. TGF-B1; rabbitpolyclonal anti human TGF-B1, Bioss, 0086R dilusi 1;200
b. II-8 ; rabbit polyclonal anti human I1-8, Bioss 07-808R dilusi 1;100
c. Il-18; rabbit polyclonal anti human I1-18, Elab Science, AB-14154 dilusi 1;100
4. Antibody Sekunder;
Goat anti rabbit IgG, Vector laboratories, dilusi 1;200
5. Chromogen;
3-3” diaminobenzidine (DAB), Dojindo Laboratories.
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Prosedur IHC

Prosedur pewarnaan Imunohistokimia untuk Jaringan Prostat dilakukan sesuai dengan pro-
tokol yang berlaku

Prosedur Penilaian (IRS)
1. Pembacaan hasil ulasan

Penilaian ekspresi IL-8, IL-18 dan TGf-B1dilakukan dengan menilai sel yang teridentifi-
kasi berikatan antibodi spesifik yang sudah berlabel, sehingga bisa dikenali. Prinsipnya adalah
antigen spesifik di jaringan akan berikatan dengan antibodi yang sudah berlabel khusus sesuai
dengan antigen yang akan diperiksa. Ikatan antigen-antibodi ini akan memberikan hasil berupa
warna coklat sebagai bukti atau penanda sel yang diamati yaitu sel yang memiliki antigen spesifik
dan berikatan dengan antibodi yang sesuai. Penilaian mikroskopis menggunakan mikroskop ca-
haya pada perbesaran 400 kali pada 5 lapang pandang berbeda yang representatif.

Penilaian ekspresi menggunakan sistem skoring dengann ImmunoReactive Score (IRS).
Penilaian terdiri atas dua komponen yakni penghitungan skor proporsi sel yang positif terwarnai
dan penilaian skor intensitas pewarnaan. Skor proporsi sel yang positif dinilai dengan menghitung
persentase sel terwanai berbanding seluruh sel yang diamati, dan dilaporkan dalam persen. Skor
proporsi dikelompokkan atas 5 tingkatan; tidak ditemukan pewarnaan; skor 0, proporsi kecil dari
10%; skorl,10-50%; skor2, 51-80%; skor3,dan proporsi besar dari 80%; skor4. Penilaian skor
intensitas pewarnaan dilaporkan dengan menilai intensitas warna coklat pada sitoplasma epitel
secara semikuantitatif dalam empat tingkatan dari pewarnaan negatif; 0, pewarnaan lemah; 1,
sedang; 2, dan kuat; 3. Skor IRS adalah perkalian antara skor proporsi sel dikalikan dengan skor
intensitas, berkisar dari 0 sampai 12.

Etik Penelitian

Penelitian ini telah mendapatkan persetujuan etik dari Komite Etik penelitian FK. Unand
dengan No: 403/KEP/FK/2018 tanggal 3 Juli 2018.

Analisa Data
Data yang terkumpul dilakukan:

1. Uji normalitas dengan menggunakan uji Shapiro wlk, kalau normal dilanjutkan dengan uji
test, kalau tidak tidak normal dilakukan transformasi data apabila tidak normal dilakukan
uji parametrik. Bila tidak normal dilanjutkan dengan uji non parametrik.

2. Untuk melihat faktor mana yang paling dominan menimbulkan kanker prostat dan BPH
dilakukan uji multivariate

3. Untuk melihat hubungan indeks Gleason dengan variabel-variabel yang diteliti di uji den-
gan Chi-Square.
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HASIL PENELITIAN

Sebelum dilakukan analisis data, dilihat apakah data yang diperoleh terdistribusi normal
atau tidak, dilakukan uji normalitas data yang hasilnya dapat dilihat pada tabel 1.

Tabel 1 Uji normalitas data variable bebas

Variabel Shapiro-Wilk

bebas Kelompok . .
Statistik df Sig.
Hyperplasia prostat 0,852 40 0,000
Tef f
Karsinoma 0,743 40 0,000
Hyperplasia prostat 0,731 40 0,000
118
Karsinoma 0,692 40 0,000
Hyperplasia prostat 0,795 40 0,000
1118
Karsinoma 0,760 40 0,000

Jumlah masing-masing kelompok sebanyak 40 orang dan karena sampel kurang dari 50,
maka uji normalitas yang dilakukan adalah dengan Shapiro-Wilk. Berdasarkan table 1 dapat di-
lihat bahwa tidak satupun variabel bebas yang terdistribusi normal (p <, 0,05). Dengan demikian
dilanjutkan dengan transformasi data dan kembali diulang uji normalitas.

Tabel 2 Uji normalitas data setelah transformasi

Variabel bebas Shapiro-Wilk

Kelompok
(Log) P — ,
Statistic df Sig.
Hiperplasia prostat 0,899 23 0,024
LOGTGFb
Karsinoma 0,946 24 0,223
Hiperplasia prostat 0,901 23 0,027
LOGILS
Karsinoma 0,816 24 0,001
Hiperplasia prostat 0,864 23 0,005
LOGIL18
Karsinoma 0,857 24 0,003

Setelah dilakukan transformasi data, dilakukan kembali uji normalitas. Ternyata hanya satu
yang terdistribusi normal yaitu Log TGF -1 pada kelompok karsinoma. Dengan demikian untuk
mengetahui hubungan variabel independen dengan variabel dependen dianalisis dengan uji non
parametric Mann Witney sedangkan untuk mengetahui nilai masing-masing variabel dilakukan
dengan mencari rata-rata dan standar deviasi
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Pebedaan ekspresi TGF p-1 pada komponen epithelial prostat yang berasal dari hiperplasia
prostat dan karsinoma prostat.

Perbedaan ini dapat dilihat pada table 3 dan table 4 dimana pada table 3 dilihat perbedaan
ekspresi TGFB-1, pada komponen epithelial prostat

Tabel 3 Pebedaan ekspresi TGF -1 antara BPH dan karsinoma prostat pada kom-
ponenepithelial prostat menurut skor IRS

TGF B-1 (Skor IRS)

Kelompok n P
Rendah (%) Tinggi (%)
Hiperplasia 40 39 (97,5%) 1(2,5%)
prostat ’ ’
0,201
Karsinoma 40 35 (87,5%) 5 (12,5%)

Berdasarkan Tabel 3 dapat dilihat pada komponen epithelial pada skor IRS tinggibahwa
persentase TGF B-1lebih tinggi pada karsinoma prostat dibandingkan dengan BPH. Secara statis-
tikperbedaan ini tidak bermakna (p>0,05)

Ekspresi TGF B-1 pada jaringan hiperplasia prostat dan karsinoma prostat dapat dilihat
pada gambar 1

Gambar 1 Ekspresi TGF B-1 pada pada jaringan prostat prostat.

TGF beta 1 terekspresi trutama pada matriks ekstraseluler disekitar kelenjar dengan ek-
spresi kuat pada hyperplasia a hyperplasia prostat (a) dan karsinoma (b).), terdapat penurunan
ekspresi TGF beta 1 pada stroma disertai terdapatnya pewarnaan sitoplasmik pada sel tumor pada
karsinoma b). Immuno peroksidase dengan anti human TGF (-1, Skala 100um.
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Pebedaan ekspresi TGF -1 pada komponen stroma prostat yang berasal dari hiperplasia
prostat dan karsinoma prostat

Oleh karena ekspresi TGF B-1 positif terutama pada matriks ekstraseluler maka dilakukan
pengukuran luas area yang terwarnai dengan menggunakan program ImageG, Perbedaan ekspre-
si TGF B-1 pada komponen stroma dengan penilaian luas area ini dapat dilihat pada tabel 4

Table 4 Pebedaan ekspresi TGF -1 pada stroma lesi prostat

TGF B-1 (% area)

Kelompok n p
Rata-rata St deviasi
Hiperplasia prostat 40 15,32 8,74
0,001
Karsinoma 40 4,47 4,84

Berdasarkan Tabel 4 dapat dilihat bahwa persentase TGF -1pada komponen stromal Iebih
tinggi pada kelompok Hiperplasia prostat dibandingkan dengan karsinoma yaitu 15,32+8,74 pers-
en berbanding 4,47+4,84 persen. Hubungan ini secara statistik bermakna (p < 0,05).

Ekspresi TGF B-1 pada stroma jaringan prostat BPH dan kanker prostat dapat dilihat pada gambar
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Gambar 2. Ekspresi stromal TGF -1 dan pengukuran luas area stroma yang terwarnai positif'terhadap
TGF -1 pada lesi prostat, hyperplasia prostat (a, b) dan karsinoma (c,d). Area matriks ekstra seluler
diukur dengan program imajeG dengan mengekstraksi area bewarna coklat, mengkonversi gambar
menjadi grayscale(b, d), serta mengukur persentase luas area terwarnai per unit area. TGF beta 1
terutama terekspresi kuat pada matriks ekstra seluler disekitar kelenjar pada hyperplasia prostat
(a,c).terdapat sedikit pewarnaan positif pada pada stroma karsinoma prostat (c,d). Skala 100um
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Pebedaan ekspresi Il 8 jaringan prostat yang berasal dari hiperplasia prostat dan karsino-
ma prostat
Perbedaan ini dapat dilihat pada tabel 5

Table 5 Perbedaan ekspresi IL-8 jaringan prostat yang berasal dari hyperplasia prostat dan kar-
sinoma prostat berdasarkan skor IRS

IL-8 Skor IRS (%)

Kelompok
P Rendah Tinggi P
Hiperplasia prostat 40 40 (100%) 0 (0%)
1,00
Karsinoma 40 39 (97,5%) 1(2,5%)

Table 5 memperlihatkan bahwa pada skor IRS tinggi persentase IL-8 lebih tinggi terdapat pada
karsinoma prostat dibandingkan hyperplasia prostat. Secara statistik, perbedaan ini tidak bermak-

na (p=1,00)

Ekspresi Il 8 pada jaringan prostat yang berasal dari hyperplasia prostat dan karsinoma
prostat dapat dilihat pada gambar 5
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Gambar 5 Ekspresi Il 8 pada pada jaringan prostat prostat.hyperplasia prostat (a) dan karsinoma
(b). 11 8 terekspresi intraselulerdengan pola sitoplasmik pada sebagian kecil epitel pada lesi hip-
erplasia prostat a), dan pada sebagian epitel karsinoma prostat b).Terdapat ekspresi lemah pada
matriks ekstraseluler Immuno peroksidase dengan anti human Il 8, Skala 100um.
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Pebedaan ekspresi Il 18 jaringan prostat yang berasal dari hiperplasia prostat dan karsino-
ma prostat

Perbedaan ini dapat dilihat pada tabel 6

Table 6 Perbedaan ekspresi IL-18 jaringan prostat yang berasal dari hyperplasia prostat dan
karsinoma prostat berdasarkan skor IRS

IL-18 Skor IRS (%)

n p
Kelompok Rendah Tinggi
Hiperplasia prostat 40 35 (87,5%) 5(12,5%)
1,000
Karsinoma 40 36 (90%) 4 (10%)

Table 6 memperlihatkan bahwapada nilai IRS tinggi persentase IL-18 pada hyperplasia pros-
tat lebih tinggi dari kanker prostat (12,5%:10%). Secara statistic perbedaan ini tidak bermakna
(p=1.000).

Ekspresi Il 18 pada jaringan prostat yang berasal dari hyperplasia prostat dan karsinoma prostat
dapat dilihat pada gambar 6
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Gambar 6 Ekspresi Il 18 pada pada jaringan prostat prostat.hyperplasia prostat (a) dan karsinoma
(b). 11 18 terekspresi intraseluler dengan pola sitoplasmik pada sebagian kecil epitel pada lesi
hiperplasia prostat a), sampel karsinoma prostat dengan ekspresi lemah Il 18 pada sebagian besar
epitel b). Immuno peroksidase dengan anti human Il 18, Skala 100pm.

Variabel yang dominan yang menyebabkan kanker prostat ataupun BPH

Untuk mendapatkan variabel yang paling dominan menyebabkan kanker prostat ataupun
BPH pada table dibawah ini.

Faktor dominan yang berhubungan dengan Karsinoma dapat diketahui dengan melakukan
analisis multivariat. Berdasarkan analisis bivariat dapat diketahui semua variabel masuk kandidat
untuk dilakukan analisis multivariate. Hasil multivariate dapat dilihat pada table 7.
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Tabel 7 Hasil uji multivariate factor yang berhubungan dengan karsinoma prostat

Variables in the Equation

B S.E. Wald df Sig. Exp(B)
Step  TGFBI -1,680 1,261 1,775 1 ,183 0,186
I IL81 22,905  40192,952 ,000 1 1,000 0,000
IL181 -247 928 071 1 ,790 0,781
Constant 28,300 40192,952 ,000 1 ,999 1951902659316,447
Step TGFB1 -1,693 1,252 1,828 1 ,176 0,184
2 IL81 22,882 40192,924 ,000 1 1,000 0,000
Constant 28,107 40192,924 ,000 1 ,999 1609239633514,913
Step  TGFBI -1,562 1,249 1,563 1 211 0,210
3 IL81 22,8890 40193,002 ,000 1 1,000 0,000
Constant 28,531  40193,002  ,000 1 ,999 2458758692805,151
IL81 22812 40192,967 ,000 1 1,000 0,000
Constant 26,850 40192,967 ,000 1 ,999 457717521343,997

a. Variable(s) entered on step 1: TGFB1, IL81, IL181.

Bila dilihat dari hasil biopsi, ternyata persentase TGF-f1 pada komponen stroma pada hyper-
plasia prostat merupakan yang paling tinggi, sehingga dapat dikatakan bahwa TGF-B1 paling
dominan berhubungan dengan hyperplasia prostat.

PEMBAHASAN

Perbedaan Ekspresi TGF B 1 pada hyperplasia prostat dan karsinoma prostat

Inflamasi kronis memainkan kontribusi yang signifikan pada inisiasi dan progresifitas dan
spektrum luas patogenesis lesi prostat. Proses inflamasi akan menyebabkan infiltrasi sel T, B dan
makrofag pada kelenjar dan stroma jaringan ikat prostat. Infiltrasi sel imun ini akan meningkatkan
sekresi proinflamasi Il 2 pada epitel, Il 6 baik pada epitel maupun sroma dan Il 8 di sel epitel. Un-
tuk merespon peningkatan sitokin proinflamasi, stroma dan sel epitel akan menghasilkan sitokin
anti inflamasi seperti TGF 1, dan FGF yang akan mempengaruhi fungsi prostat.

Hasil penelitian ini menunjukkan TGF 1 pada BPH terekspresi kuat pada matriks ek-
straseluler disekitar kelenjar.Bila dibandingkan dengan karsinoma prostat ekspresi TGF B1 san-
gat berbeda bermakna (p=0.00).Hasil ini menunjukkan bahwa TGF B1 sangat berperan dalam
perkembangan hiperplasia prostat dimana TGF 1 memainkan peranan sebagai modulator protein
lainnya seperti bFGF 2, matriks ekstra seluler dan angiogenesis (VEGF) yang berperan pada
terjadinya hiperplasia prostat

Transforming growth factor § merupakan faktor mitosis yang kuat untuk fibroblast dan sel
mesenkhim lainnya.Transforming growth factor -1 juga mengatur sintesis matriks ekstraseluler
dan meningkatkan bFGF-2 yang bersifat fibrogenik. Ekspresi TGF 1 berperan sebagai chemoac-
tracant untuk fibroblast pada fase awal dan berperan dalam proses fibrosis.

Transforming growth factor 1 juga menstimulasi fibroblast menjadi myofibroblast dan sel
otot polos melalui induksi protein matriks ekstraseluler.
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Peneliti lain juga membuktikan bahwa TGF f1 memainkan peranan dalam fibrosis. Ini ter-
bukti dari penelitian Zuhirman (2014) yang mendapatkan peningkatan TGF B1 dan fibrosis pada
sumbatan ureter yang kronis

Untergasser efal., (2005) juga mendapatkan peningkatanTGF B1 yang menstimulasi pem-
bentukan kolagen oleh sel stroma pada penderita hyperplasia prostat, dimana terjadi perubahan
fibroblast menjadi myofibroblast.

Berlainan dengan hyperplasia prostat, pada karsinoma prostat terjadi penurunan ekspresi
TGF B1 pada stroma dan ditemukan adanya pewarnaan sitoplasmik pada sel tumor.Penurunan
ini sangat bervariasi, jumlah ekspresi TGF B1 pada sel dengan nilai rata-rata 2 terdapat pada 4%
dari sampel, sedangkan 19 sampel memperlihatkan ekspresi positif namun hanya positif 1 dengan
indeks IRS score. Yang menarik dalam penelitian ini adalah ditemukan 5 sampel yang memiliki
pewarnaan sitoplasmik dengan nilai 4 pada IRS score. Hasil ini sangat menarik dan menimbulkan
pertanyaan, apakah perbedaan ekspresi ini berhubungan dengan sifat biologis sel tumor dan sta-
dium klinis penyakit, seperti adanya kemungkinan sifat sel yang lebih ganas, atau kecenderungan
metastasis. Pada penelitian ini, sampel diambil dari blok parafin karsinoma prostat pada Bagian
Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Andalas dimana tidak terdapat catatan per-
jalanan klinis penyakit sehingga penelusuran keadaan klinis tidak bisa dilakukan.

Transforming Growth Factor f1 diketahui memiliki peran bifasik dalam karsinogenesis
dan telah lama dikenal sebagai faktor pengendali progresifitas tumor. Selama fase awal perkem-
bangan kanker TGF B1 berperan sebagai Tumor suppresor dengan cara menghambat proliferasi
sel dan meningkatkan diferensiasi serta apoptosis. Akan tetapi bila telah kehilangan fungsinya
maka TGF B1 akan gagal menghambat pertumbuhan sel kanker dan gagal menghambat siklus
sel. Dalam penelitian ini, terdapat ekspresi TGF B1 yang lemah pada kebanyakan sampel.Hal ini
berarti TGF B1 sudah kehilangan fungsinya. Kehilangan fungsi TGF B1 ini juga telah dilaporkan
pada beberapa kanker seperti kanker payudara, ovarium, oesophagus, kepala dan leher

Berlawanan dengan stadium awal, pada stadium lanjut TGF 1 terekspresi pada sel tumor,
diperkirakan TGF B1 secara aktif disekresikan oleh sel tumor pada stadium lanjut. Hal ini dapat
dilihat pada penelitian ini dimana ekspresi TGF B1 dapat ditemui pada sel tumor. Pada penelitian
ini ditemukan tumor dengan ekspresi TGF B1 pada sel tumor dengan nilai IRS score 1,2 dan 4. Ter-
dapat kemungkinan bahwa sampel dengan ekspresi TGF 1 dengan nilai IRS score 4 merupakan
tumor pada kasus stadium lanjut. Pada stadium ini,TGF B1 akan menginduksi perubahan seluler
yang akan berhubungan dengan invasi sel tumor dan metastase, dimana akan ditemui angiogenesis.
Supresi sistem imun dan peningkatan interaksi sel kanker dengan matriks ekstraseluler.

Pada penelitian ini ditemukan 5 sampel dengan nilai IRS score 4.Hal ini sangat menarik
untuk dilakukan penelitian lebih lanjut dimasa depan, untuk mengetahui kenapa hal ini bisa terjadi.

Perbedaan ekspresi IL-8 antara hiperplasia prostat dengan karsinoma prostat

Sel epitel prostat merupakan pertahanan host terhadap stimuli inflamasi, termasuk patogen.
Stimulasi yang berulang dari patogen akan menimbulkan inflamasi kronis pada sel epitel prostat. Pada
hypeplasia prostat terdapat 3 lapis sel epitel, yaitu sel sekretorius, sel basal dan sel neuroendokrin
(NE). Pada kanker prostat terdapat dua lapis sel yaitu sel sekretorius yang merupakan mayoritas dan
sel NE yang tersebar yang merupakan komponen minoritas dari tumor. Penelitian Huang et al., (2005)
mendapatkan bahwa IL-8 diproduksi oleh sel NE baik pada hyperplasia maupun pada kanker prostat.
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Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa IL-8 terekspresi intraseluler dengan pola sitoplas-
mik pada sebagian kecil sel pada hyperplasia prostat, sedangkan pada kanker prostat terdapat pada
sebagian epitel. Dengan menggunakan IRS score, IL-8 terekspresi rendah 100% (nilai IRS 0-3)
pada hyperplasia prostat, sedangkan pada kanker prostat IL-8 terekspresi rendah 97,5% (nilai IRS
0-3). Dan hanya 2,5% yang terkspresi tinggi.IL-8 juga terekspresi lemah pada matriks ekstraselu-
ler. Penna et al., (2007) mendapatkan peningkatan FGF2 pada sel stroma, sehingga meningkatkan
stroma pada hyperplasia prostat. Secara statistik tidak ada perbedaan antara ekspresi I1L-8 pada
hyperplasia prostat dan kanker prostat (p=1). Hasil penelitian ini mendukung penelitian Husny
bahwa IL-8 diproduksi oleh sel NE baik pada hyperplasia prostat maupun kanker prostat. Hasil
penelitian Vetri et al., (1999) juga mendapatkan kadar IL-8 pada plasma tidak berebeda bermakna
antara hiperplasia prostat dengan kanker prostat (49,1+71, pg/ml ; 52,5+7,1 pg/ml)

Inflamasi yang sering terjadi pada hyperplasia prostat berkontribusi pada kerusakan jarin-
gan dan sitokin yang diproduksi oleh sel inflamasi seperti sel limfosit T dapat menstimulasi IL-8.
Sel T limfosit akan menstimulasi proliferasi stroma dan epitel serta angiogenesis sehingga akan
mempercepat pertumbuhan BPH.

Interleukin-8 yang diproduksi oleh sel NE ditangkap oleh reseptor CXCR-1 dan CXCR-
2. Ekspresi IL-8 yang lemah baik pada hyerplasia prostat maupun pada kanker prostat mungkin
disebabkan oleh karena CXCR-1 yang lemah ataupun tidak ada. Hal ini dibuktikan pada pene-
litian Huang et al., (2005), bahwa CXCR-1 terekspresi lemah atau tidak ada pada hyperpasia
prostat. Menurut Huang et al., (2005), ekspresi IL-8 ini akan secara berangsur akan meningkat
dari hyperplasia ke kanker prostat.

CXCR-2 reseptor IL-8 yang lain terekspresi pada kanker prostat yang lanjut yang sudah
berinvasi dan metastasis, sehingga akan mengekspresikan IL-8 juga kuat. Peningkatan ekspresi
IL-8 berkorelasi dengan progresifitas tumor dan metastasis. Pada penelitian ini didapatkan 1 kasus
dengan ekspresi tinggi, kemungkinan kasus ini sudah mengalami metastasis, tetapi karena data
yang ada dalam penelitian ini tidak menunjukkkan ada atau tidaknya metastasis, maka tidak bisa
disimpulkan bahwa kasus ini sudah mengalami metastasis. Caveat et al., (2008) juga mendapa-
tkan ekspresi IL-8 dengan pemeriksaan IHK pada kanker kolon yang terdiferensiasi jelek lebih
tinggi dibandingkan dengan kanker kolon yang terdiferensiasi baik (p=0,024). Penelitian Nevem
et al., (2014) sel kultur prostat yang diinduksi polyinflamator mendapatkan hubungan yang kuat
antara sekskresi IL-8 dengan aggresivitas kanker (p=0,0005). Penelitian ini juga tidak membe-
dakan apakah kanker prostat yang diperiksa terdiferensiasi jelek atau baik sehingga tidak dapat
membuat perbedaan.

Ekspresi IL-8 tidak terdeteksi pada sel kanker yang responsif terhadap androgen, tetapi
terekspresi tinggi pada metastase yang independen terhadap androgen, dimana kanker prostat
yang independen terhadap androgen akan meningkatkan tumorigenesis dan metastase. Penelitian
Arahi (2007) mendapatkan bahwa IL-8 meregulasi Androgen reseptor (AR) dan mengaktivasi
EGFR. Bagaimana IL-8 dapat menginduksi AR kelihatannya disebabkan banyak faktor dan ter-
gantung milieu sel. Pada penelitian ini juga tidak diketahui apakah jaringan karsinoma prostat
yang didapatkan berasal dari kanker prostat dependen androgen atau independent androgen.

Walaupun IL-8 tidak digunakan sebagai marker diagnostik untuk deteksi dini kanker pros-
tat, ataupun pemisah antara kanker prostat dan hyperplasia prostat, tetapi dapat digunakan sebagai
alat prognostik untuk monitoring kanker prostat. Hal ini disebabkan ekspresi yang tinggi 1L-8
pada biopsi kanker prostat berhubungan dengan peningkatan Gleasons score.
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Perbedaan ekspresi IL 18 antara hiperplasia prostat dengan karsinoma prostat

Perhatian peneliti pada saat ini tertuju kepada sitokin yang menjadi pengatur inflamasi pada
faktor patogeneis hyperplasia prostat dan kanker prostat. Salah satu sitokin yang diduga berperan
pada faktor patogeneis hyperplasia prostat dan kanker prostat adalah IL-18.

Pada penelitian ini dapat dilihat bahwa IL-18 terekspresi lemah pada sebagian epitel pada
karsinoma prostat, tetapi pada 5 kasus IL-18 terekspresi kuat dengan indeks IRS 4. Pada hyper-
plasia prostat IL-18 juga terekspresi kuat pada 3 kasus dengan indeks IRS 4, Secara statistik tidak
ada perbedaan yang bermakna antara kanker prostat dan hyperplasia prostat.

Pada hyperplasia prostat peranan IL-18 tidak terlihat menonjol, karena IL-18 terekspresi
hanya pada sebagian kecil epitel, dimana IL-18 yang berpotensiasi dengan IL-12 dapat menye-
babkan induksi sel T yang akan meningkatkan stroma. Pada penelitian ini ternyata peranan IL-18
tidak seperti TGF B1 yang ditemukan positif pada matriks ekstra seluler.

Interleukin 18 yang diproduksi oleh makrofag dan sel dendritik dikenal mempunyai efek
anti tumor dengan cara menginduksi IFN-y dan Fas ligand. Interleukin 18 menginduksi IFN-y
yang akan membunuh sel kanker melalui jalur apoptosis melalui jalur STAT-1, penelitian De
Saint Jean (2000) pada human conjunctival cell line, IFN-y pada konsentrasi 300 u/ml mengin-
duksi apoptosi dengan meregulasi FAS dan STAT-1.

Penelitian secara invitro, penambahan IL-18 pada sel kanker menyebabkan kematian sel
dengan meningkatkan sitotoksisitas NK sel. Pada penelitian ini IL-18 terekspresi lemah pada 35
kasus, dengan 1 kasus yang mempunyai ekspresi tinggi. Ekspresi lemah IL-18 pada kasus karsino-
ma prostat ini menunjukkan bahwa IL-18 tidak bisa menghambat pertumbuhan kanker prostat,
seperti sifatnya yang anti pertumbuhan tumor dan anti angiogenesis. Ekspresi yang lemah ini bisa
saja disebabkan oleh karena terjadi polimorfisme pada gen IL-18, dimana varian tersebut dapat
mempengaruhi fungsi IL-18, seperti penelitian Dwivedi et al., (2015) yang menemukan bahwa
varian gen IL-18 mempengaruhi fungsi antitumor IL-18 dihubungkan dengan indeks gleason.

Kesimpulan
Dari hasil penelitian dapat disimpulkan

1. Ekspresi TGFB-1 pada stroma hyperplasia prostat lebih tinggi dari kanker prostat,dimana
perbedaan ini bermakna. Akan tetapi ekspresi TGFB-1 pada komponen epithelial prostat
lebih tinggi pada kanker prostat dari hyperplasia prostat.

Ekspresi IL-8 pada jaringan karsinoma prostat lebih tinggi dari hyperplasia prostat.
Ekspresi IL-18 pada jaringan karsinoma prostat lebih rendah dari hyperplasia prostat.
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PENINGKATAN PERFORMAN : OPTIMALISASI PROSES DI
MITOKONDRIA DENGAN LATIHAN FISIK
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ABSTRAK

Perlu upaya meningkatkan performa sumber daya manusia untuk bisa menjawab tantangan era
globalisasi dengan perkembangan teknologi yang semakin canggih, dan dunia kini memasuki
era revolusi industri 4.0. Kebutuhan performa prima t mutlak dimiliki untuk dapat menjamin
kesiapan dalam menghadapi era globalisasi yang sarat dengan persaingan bebas. Ketersediaan
energi merupakan kunci utama dalam menjaga performa. Pengadaan energi untuk kebutuhan sel
di proses oleh mitokondria. Mitokondria adalah organel sel yang bertanggung jawab terhadap
pengadaan energi bagi semua jaringan tubuh. Optimalisasi proses yang terjadi di mitokondria
memberi peluang untuk meningkatkan performa. Optimalisasi proses di mitokondria dapat
dilakukan dengan memberikan latihan fisik secara proporsional. Dampak latihan fisik yang
proporsional terhadap proses keseimbnagn energi adalah dengan : (1) meningkatkan transport
glukosa, (2) efisiensi eliminasi sisa mitokondria (autophagy), (3) menekan proses inflamasi
dengan mengurangi pembentukan ROS dan DAMPs, (4) serta peningkatan proses biogenesis
mitokondria. Tahapan biogenesis mitokondria meliputi: peristiwa pensinyalan yang mengarah ke
transkripsi, yang timbul setiap sesi latihan, regulasi transkripsi gen inti yang mengkode protein
mitokondria, terutama dimediasi oleh coactivator PGC-1a, pengontrolan ekspresi gen mitokondria
DNA oleh faktor transkripsi faktor transkripsi mitokondria A, impor produk-produk gen turunan
inti ke dalam mitokondria melalui mesin impor protein, dan perakitan sub-unit yang dikodekan
oleh inti dan mitokondria menjadi suatu kompleks holo-enzim yang fungsional. Latihan fisik
yang proporsional merujuk kepada pelaksanaan latihan yang mengacu kepada latihan fisik yang
sesuai kaidah latihan fisik yakni baik, benar, teratur, terukur dan progresif.

Kata kunci : mitokondria, biogenesis, latihan fisik

Pendahuluan

Perkembangan teknologi yang semakin canggih, dunia kini memasuki era revolusi industri
4.0, yakni menekankan pada pola digital economy, artificial intelligence, big data, robotic, dan lain
sebagainya, menuntut perlunya sumber daya manusia memiliki performa yang prima. Peningkatan
performa perlu diusahakan untuk mempertahankan produktivitas dalam era globalisasi. Pengadaan
energi merupakan Bpkunci utama dalam penentuan performa . Mitokondria adalah organel sel yang
bertanggung jawab terhadap pengadaan energi bagi semua jaringan tubuh. Mengoptimalisasikan
proses yang terjadi di mitokondria dapat memberi peluang pengadaan energi untuk pemenuhan
kebutuhan tubuh selalu tersedia2 .

Beberapa peneliian telah membuktikan bahwa, latihan fisik memberi dampak terhadap
semua rangkaian proses yang terjadi sel3 Secara fungsional dapat dibuktikan bahwa, latihan fisik
ketahanan memiliki sejumlah manfaat kesehatan, termasuk peningkatan metabolisme otot, fungsi
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kardiovaskular, fungsi respirasi, fungsi muskuloskeletal dan fungsi tubuh lainya4. Pada tingkat
sel, latihan fisik diyakini dapat berperan dalam mempertahankan keseimbngan energi melalui2:
(1) proses transportasi glukosa, (2) proses autophagy atau eliminasi sisa mitokondria, (3) proses
inflamasi akibat pembentukan reactive oxygen species (ROS) dan damage associated muleculer
patterns (DAMPs) yang berlebihan5, (4) proses biogenesis mitokondria.

Berkaitan dengan proses di mitokondria, maka pada makalah ini akan dicoba untuk
membahas lebih jauh pengaruh latihan fisik terhadap proses biogenesis mitokondria dengan
pendekatan upaya mempertahankan keseimbnagan energi. Pada akhir pembahasan akan
disinggung tentang kaidah latihan fisik.

Keseimbangan energi dan latihan fisik

Latihan fisik yang proporsional akan menjadikan transportasi glukosa semakin baik6.
Proses eliminasi terhadap sisa organel sel termasuk mitokondria menjadi lebih efisien. Proses
inflamasi akibat peningkata ROS dan DAMPs akan dapat ditekan. Pada akhirnya proses biogenesis
mitokndria akan berjalan dengan baik. Latihan fisik diharapkan dapat menekan timbulnya
disfungsi mitokondria yang timbul akibat proses menua, penyakit degeneratif, dan keadaan otot
yang tidak digunakan atau sebaliknya over kapasitas5,7. Serangkian proses diatas yang menjamin
ketersediaan energi tentu dapat mencegah timbulnya kelelahan, performa meningkat dan pada
akhirnya kualitas hidup menjadi lebih baik. Secara gambalang keterkaitan antara latihan fisik
dengan proses yang terjadi di sel untuk memeprtahankan keseimbnagan energi dapat di pahami
melalui gambar 1. Keadaan patologis sel dan proses penuaan akan menimbulkan kematian sel
yang secara otomatis akan menimbulkan kerusakan organel sel, mitokondria. Latihan fisik yang
proporsional dapat meningkatkan kapasitas antioksidan akibat rangsangan terbentuknya ROS
selama latihan fisik, sehingga kerusakan mitokondria dapat dihindari akibat proses inflamasi
saat latihan fisik, Pada saat bersamaan terjadi pengaktifan system eliminasi (autofagi) sisa sisa
kerusakan sel dan organelnya, sehingga pembersihan berjalan efektif dan cepat yang pada akhirnya
proses regenerasi berjalan lebih cepat. Adanya factor local seperti BDNF serta peningkatan
kapasitas antioksidan proses biogenesis mitokondria dimulai®.
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Gambar 1. Kaitan latihan fisik dengan proses mitokondria5
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Biogenesis mitokondria dan latihan fisik

Serangkaian proses yang menimbulkan peningkatan kandungan mitokondria yang
terjadi sebagai akibat dari latihan fisik yang teratur ini disebut sebagai biogenesis mitokondria.
Penambahan masa mitokondria terjadi di sel otot karena adaptasi yang terjadi terhadap beban
yang diterima otot saat latihan fisik, akan tetapi mekanisme molekuler yang mendasari perubahan
fenotip otot ini masih belum diketahui secara pasti dan memerlukan pengkajian lebih lanjut2.
Mekanisme pengaruh latihan fisik terhadap biogenesis mitokondria dapat dilihat pada gambar 2.

/ f(n \ /
== 3
_TW&\
l-amum

Mitochondrion \ Nucleus
) M-"M

y
N
- @ PeL-1a ~|

71 erslaton

»
o -
WA Noclear encoded
~ \ Mitox hondriad pe otedn

w gt

W o/

Gambar 2. Gambaran ringkasan pengaruh latihan fisik terhadap biogenesis mitokondria sel otot2

Proses biogeneis mitokondria berlangsung sangat kompleks karena mitokondria terdiri
dari protein yang dikode oleh DNA inti dan DNA mitokondria (mtDNA). Langkah-langkah
utama yang terjadi selama proses biogenedsis dapat meliputi 2 : (1) Peristiwa pensinyalan yang
mengarah ke transkripsi, yang timbul setiap sesi latihan, (2) Pengaturan transkripsi gen inti
yang mengkode protein mitokondria, terutama dimediasi oleh peroxisome proliferator activated
receptor-y coactivator (PGC-1a), ( 3) Pengontrolan ekspresi gen mitokondria DNA oleh faktor
transkripsi mitokondria A (Tfam) (4) Impor produk-produk gen turunan inti ke dalam mitokondria
melalui mesin impor protein, dan (5) perakitan sub-unit yang dikodekan oleh inti dan mitokondria
menjadi suatu kompleks holo-enzim yang fungsional.

Pensinyalan ion Calsium dan latihan fisik

Pada otot rangka, ion Calcium bertindak sebagai molekul pengatur dan pensinyalan
yang penting. Ekspresi gen protein pernafasan pada otot rangka telah berhubungan dengan
pensinyalan ion Calcium intraseluler yang dimediasi oleh enzim pengatur dependen Ca++, yang
dikenal dengan calcineurin, Ca++/ calmodulin dependen protein kinase (CaMK) dan protein
kinase C (PKC). Bukti terkuat yang mendukung proses biogenesis yang terjadi adalah akibat
mediasi Cat++ ditunjukan pada studi dengan ekspresi berlebihan dari isoform CaMK. Tikus
transgenik yang diberikan CaMK intra vena secara jelas meningkatan ekspresi PGC-1a otot,
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menimbulkan biogenesis mitokondria, dan satu upregulasi dari ekspresi gen mitokondria2. .
CaMK meningkatkan aktivitas promotor PGC-1a melalui aktivasi protein pengikat elemen cAMP
(CRE). Selain itu, promotor PGC-1a berisi situs pengikatan faktor penambah miosit 2 (MEF2),
faktor transkripsi yang juga diaktifkan oleh CaMK. Stimulasi listrik dari otot rangka pada tikus
mengaktifkan promotor PGC-1a, dan efek ini dihilang ketika salah satu situs pengikatan MEF2
atau CRE dilepas. Menariknya, PGC-1a mengaktitkan promotornya sendiri dengan mengaktifkan
MEF2. Studi ini menunjukan bahwa kerjasama MEF2 dan CRE dalam mengubah transkripsi
PGC-1a sebagai respons terhadap beberapa sinyal yang dicetuskan oleh kegiatan latihan fisik2.

Sebagai tambahan, ketika kadar Ca++ intraseluler dalam sel otot meningkat karena
difasilitasi ionofor A23187 [1,4], selanjutnya akan terjadi peningkatan ekspresi gen sitokrom
c, serta ekspresi beberapa , tetapi tidak semua, protein pengkode inti mitokondria. Data ini
menunjukkan bahwa, ion kalsium merupakan ion yang penting dalam pensinyalan untuk memicu
proses biogenesis mitokondria bersamaan dengan factor factor lain di intraseluler2.

Latihan fisik dan spesies oksigen reaktif

Latihan fisik aerobik secara intrinsik selalu dikaitkan dengan peningkatan konsumsi
oksigen. Selama berolahraga, tubuh secara keseluruhan menggunakan oksigen lebih banyak
dibanding keadaan istirahat, malah bisa 10 kali lipat. Dijaringan otot sendiri konsumsi oksigen
dapat meningkat 50 sampai 100 kali lipat2. Berbagai penelitian telah menunjukkan hubungan
antara peningkatan konsumsi oksigen ini selama latihan dan pembentukan ROS. Jalur pensinyalan
yang melibatkan ROS juga telah terbukti menginduksi biogenesis mitokondria. Jumlah salinan
MtDNA telah terbukti berubah dengan meningkatnya kadar ROS dalam jaringan otak, paru-paru
dan otot rangka. yang mengalami penuaan2,5. Peningkatan mtDNA dalam sel-sel yang menua
dapat menjadi suatu respon umpan balik dari upaya kompensasi terhadap terjadinya mutasi
mitokondria, atau gangguan fungsi pada rantai pernapasan. Peningkatan mtDNA disertai dengan
induksi dalam massa mitokondria. Respons ini tampaknya dimediasi oleh PGC-1a dan nuclear
respiratory factor-1 (NRF-1), karena ekspresi keduanya meningkat setelah pemberian anti oksidan
dari luar. Secara keseluruhan, pengamatan ini dengan jelas menunjukkan bahwa stresor oksidatif
baik eksogen maupun endogen, dapat meningkatkan jumlah mitokondria dan salinan mtDNA.
Ini mungkin disebabkan oleh perubahan dalam kondisi redoks yang dapat memicu sinyal antara
mitokondria dan nukleus yang akhirnya mengatur berbagai gen yang terlibat dalam biogenesis
mitokondria2.

Spesies reaktif oksigen yang timbul selama melakukan latihan fisik akan meningkatkan
kemampuan antioksidan tubuh dalam menghadapi radikal bebas yang berasal dari luar tubuh.
Peningkatan kemampuan antioksidan akan membantu mencegah kerusakan mitokondria serta
merangsang biogenesis mitokondria2,5.

Aktivasi AMPK dengan latihan fisik

5’-AMP protein teraktivasi kinase (AMPK) adalah enzim pengindera energi yang merespons
kondisi seluler yang terkait dengan penipisan energi. Pada hewan dan manusia AMPK telah
terbukti diaktifkan oleh kegiatan latihan fisik. Enzim ini adalah heterotrimer yang terdiri dari satu
subunit katalitik a dan dua subunit pengatur,  dan y. Sinyal kaskade yang melibatkan fosforilasi
dan aktivasi AMPK adalah akibat dari berkurangnya rasio ATP / ADP, dan secara bersamaan
terbentuk AMP karena aktivitas miokinase, seperti yang terjadi selama aktivitas kontraksi.
AMP mengaktifkan AMPK hingga 10 kali lipat, dan sementara ATP akan menekan aktifitas
AMPK dengan menduduki tempat pengaktifannya. AMPK juga dapat difosforilasi dan diaktifkan
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oleh satu atau lebih protein hulu yang menciptakan lebih dari 100 kali lipat aktivasi. Aktivasi
AMPK juga terjadi dengan pengobatan ribosida 5-aminoimida-zole-4-karboksamid (AICAR).
AICAR diambil oleh sel-sel dan terfosforilasi oleh adenosin kinase seluler menjadi ZMP, analog
AMP. Aktivasi farmakologis AMPK oleh AICAR meningkatkan mRNA, PGC-1a dan protein.
Pengaturan transkripsi dan translasi PGC-1a ini disertai dengan peningkatan aktivitas pengikatan
DNA NRF-1. Seperti disebutkan di atas, NRF-1 adalah regulator transkripsi dari protein yang
terlibat dalam biogenesis mitokondria. Selain itu, aktivasi kronis AMPK menggunakan AICAR
pada tikus yang beristirahat telah menghasilkan peningkatan enzim mitokondria seperti
d-aminolevulinic synthase, sitokrom c, sitrat sintase dan malat dehidrogenase pada otot rangka.
Dengan demikian, aktivasi AMPK adalah regulator penting lainnya dari bio-genesis mitokondria
dalam kondisi kekurangan energi dalam sel otot2,5.

Kaidah latihan fisik

Pembebanan latihan fisik yang proporsional diperlukan untuk mendapatkan pengaruh yang
optimal terhadap pemantapan proses biosintesis mitokondria. Perlu dilakukan latihan fisik yang
sesuai kaidah sehingga beban latihan yang diterima proporsional bagi pelaku latihan fisik. Kaidah
latihan fisik meliputi : baik, benar, terukur, teratur dan progresiv.

Latihan fisik yang baik

Latihan fisik yang baik merujuk kepada jenis, tata cara dan waktu pelaksanaan olahraga
dilakukan. Pentingnya memperhatikan ketiga aspek diatas, tidak lain dan tidak bukan adalah
untuk menghasilkan manfaat yang lebih optimal dari kegiatan latihan fisik. Ketiga aspek tersebut
menjadi satu kesatuan yang pelaksanaannya dilakukan serentak, artinya ketiga komponen tersebut
memiliki kontribusi yang hampir sama dalam menghasilkan manfaat dari latihan fisik.

Jenis latihan fisik yang baik adalah latihan fisik yang disesuaikan dengan kondisi partisipan.
Pemilihan jenis latihan fisik yang akan dilakukan seseorang sebaiknya merujuk kepada individual
itu sendir. Penyesuaian kondisi fisik dengan jenis latihan fisik yang dilakukan mutlak diperlukan,
dalam rangka menghindari timbulnya cedera saat melakukan latihan. Melakukan latihan fisik
jogging pada seorang yang menderita kelainan sendi adalah sesuatu yang sangat tidak baik,
mengingat latihan fisik jogging akan menimbulkan beban yang sangat berlebihan pada sendi,
yang akhirnya akan menambah kesakitan pada partisipan. Melakukan latihan fisik yang bersifat
pertandingan sebaiknya dihindari pada orang yang mengidap kelainan jantung, karena latihan
fisik pertandingan akan memicu pengeluaran adrenalin yang kadang berlebihan.

Kegiatan latihan fisik yang baik hendaklah dilakukan dengan tata cara yang benar. Tata
cara latihan fisik yang baik adalah latihan fisik yang dilakukan dengan urutan pemanasan, gerakan
inti dan diakhiri dengan pendinginan. Tata cara ini memberikan proporsi waktu yang memadai
untuk masing-masing periode tersebut. Periode sebelum melakukan gerakan inti disebut masa
pemanasan. Melakukan gerakan pemanasan sebelum latihan inti berlangsung selama 5 — 10
menit. Pada fase pemanasan memungkinkan terjadinya persiapan oleh otot-otot untuk menerima
beban kerja saat latihan inti. Pemanasan dapat dilakukan dengan jalan atau lari dengan kecepatan
lambat sampai terjadi peningkatan nadi atau ditandai dengan mulai keluarnya keringat.

Gerakan inti dimulai setelah masa pemanasan selesai. Gerakan inti baru boleh dilakukan
setelah masa pemanasan betul-betul sempurna dilakukan. Masa pemanasan optimal dapat ditandai
dengan peninggian suhu tubuh dan peningkatan denyut nadi. Setelah pemanasan otot terasa lebih
lentur dan tidak terasa sakit jika dilakukan penarikan. Lebih jauh rung gerak sendi pada area
maksimal dan yang paling penting tidak ada hambatan.
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Setelah melakukan gerakan inti selama 30 — 45 menit sesuai dengan kemampuan fisik serta tujuan
latihan fisik dilakukan, maka latihan fisik ditutup dengan melakukan pendinginan. Pendinginan
dilakukan untuk mengembalikan kondisi atau denyut nadi kembali kekondisi sebelum melakukan
latihan. Pendinginan diperlukan untuk memberikan kesempatan terhadap otot dan sistem
kardiovaskuler untuk memobilisasi zat-zat hasil metabolisme.

Waktu latihan fisik yang baik adalah dengan mengambil waktu dengan lingkungan yang
tidak terlalu ekstrim. latihan fisik yang dilakukan pada lingkungan yang ekstrim tentu akan
berisiko timbulnya cedera. latihan fisik pada saat matahari diatas kepala atau siang hari tentu
akan mengganggu proses pengeluaran panas tubuh. latihan fisik yang baik dilakukan pada sore
atau pagi hari, dimana pada saat tersebut didapatkan kondisis lingkungan yang cukup optimal.

Latihan fisik yang benar

Guna mendapatkan manfaat latihan fisik lebih optimal, maka pelaksanaan latihan fisik
hendaklah dilakukan dengan benar. Kegiatan latihan fisik yang benar tersebut merujuk kepada
gerakan yang dilakukan pada saat melakukan olahraga serta penggunaan peralatan selama
latihan fisik. Gerakan dalam latihan fisik merupakan serangkaian aktifitas fisik yang dilakukan
dalam kegiatan selama latihan fisik terutama dalam gerakan inti. Gerakan latihan fisik yang
dilakukan asal jadi, seperti gerakan yang tidak merangsang semua gerak sendi, tentu saja tidak
ada manfaatnya. Sebaliknya gerakan yang berlebihan berupa pemaksaan yang berlebihan malah
dapat menimbulkan cedera. Perlu melakukan penataan dan pemilihan jenis gerakan yang benar
sewaktu melakukan latihan fisik guna menekan dampak yang tidak diinginkan dari melakukan
latihan fisik.

Selain memperhatikan kebenaran gerakan dalam latihan fisik, perlu juga diperhatikan
adalah kebenaran dalam memilih peralatan latihan fisik yang digunakan. Hal yang sepele saja
sering luput dari perhatian. Misalnya pemilihan sepatu. Sepatu untuk joging atau lari digunakan
untuk permainan basket. Resiko cedera pergelangan kaki akan menjadi sangat besar, karena
sepatu joging atau lari tidak dipersiapkan untuk menahan beban mendatar yang akan diterima oleh
pergelangan kaki. Sepatu untuk lari kurang menyokong terhadap kesetabilan sendi pergelangan
kaki. Sementara itu, untuk olahraga basket sepatu diprioritaskan yang dapat menyokong
kesetabilan sendi. Kestabilan sendi pergelangan kaki menjadi prioritas utama dalam menekan
cedera pada olahraga basket.

Latihan fisik yang terukur

Sistem tubuh manusia memiliki keterbatasan dalam menerima beban fisik. Keterbatasan
system fisiologi tubuh menuntut diperlukannya penakaran untuk menentukan sejauh mana
kegiatan latihan fisik boleh dilakukan. Penentuan ukuran ini bertujuan untuk mengethui berapa
porsi olahraga yang baik diberikan untuk meningkatkan derjat kesehatan. Besarnya porsi latihan
fisik perlu diketahui guna memastikan dosis latihan fisik awal dan penambahan beban latihan fisik
selanjutnyasg.

Beban latihan fisik sifatnya sangat subjektif dan individual, akan tetapi latihan fisik yang
dilakukan harus diketahui ukuran atau takarannya. Penetapan takaran atau ukuran latihan fisik
tidak sulit dan dapat mempergunakan peralatan yang sederhana. Beberapa parameter metode
sderhana dapat digunakan untuk menentukan ukuran olahraga. Diantaranya :

1. Menggunakan denyut nadi. Aktifitas olahraga secara langsung dapat meningkan kerja
kardiovaskuler. Peningkatan denyut nadi secara ototmatis dapat menjadi patokan dalam
menilai peningkatan intensitas latihan yang dilakukan. Sebahagian ahli olahraga masih
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merekomendasikan penggunaan rumus yang dikeluarkan (World Health Organitation) WHO
tentang penentuan denyut nadi maksimal dengan : 220 — Umur. Sebagian ahli mencoba
mengembangkan metode lain berupa penggunaan denyut nadi basal.

2. Menggunaka jarak tempuh. Pelaku latihan fisik cukup mengetahui jarak tempuh yang bisa
dilewati. Jarak tempuh dapat digunakan sebagai patokan awal untuk memulai latihan fisik.

3. Menggunakan waktu terpakai. Pelaku olahraga juga bisa menggunakan waktu yang
dihabiskan untuk sekali kegiatan latihan fisik.

4. Kombinasi jarak dengan waktu. Kombinasi sederhana tetapi menghasilkan prediksi
intensitas yang cukup baik. Intensitas latihan dengan menggunakan metode ini agak lebih
fleksibel, karena kedua variabel dapat dirobah sesuai dengan keinginan pelaku latihan fisik.

Penggunaan beberapa parameter di atas dalam praktek sehari adalah sebagai ukuran
dalam menilai dampak latihan yang dilakukan. Parameter yang paling umum digunakan adalah
peningkatan denyut nadi yang diketahui saat melakukan latihan. Peningkatan denyut nadi ini
dapat digunakan sebagi patokan dalam menilai intensitas latihan yang dilakukan. Peningkatan
denyut nadi setara dengan peningkatan intensitas latihan fisik yang dilakukan. Semakin besar
intensitas latihan yang dilakukan maka peningkatan denyut nadi semakin besar.

Latihan fisik yang teratur

Latihan fisik teratur akan mendatangkan manfaat terhadap peningkatan kebugaran
jasmani. Komponen kebugaran jasmani dapat beradaptasi jika sistem fungsional tubuh mendapat
rangsangan secara berurutan minimal dalam jarak waktu 48 jam. Artinya suatu rangsangan
terhadap sistem fungsi tubuh katakanlah itu sistem kardiovaskuler akan mengalami adaptasi yang
dapat bertahan kurang dari 48 jam, setelah itu perlu diberikan rangsangan lagi, sehingga akan
terjadi peningkatan fungsi kardivaskuler tersebut.

Olahraga dikatakan teratur kalau dilakukan secara reguler dalam seminggu minimal 3 kali.
Penyebaran olaharaga tersebut harus merata dalam minggu tersebut. Artinya olahraga yang tiga
kali tersebut tidak dilakukan pada hari sabtu dan minggu saja tetapi hendaklah berganti hari.
Beban olahraga yang tidak merata dalam satu minggu dapat menjadikan sistem fungsional tubuh
mendapatkan beban yang berlebihan pada akhir minggu, yang secara nyata kondisi tersebut tidak
sangat menguntungkan bagi tubuh. Olahraga yang dilakukan teratur sekali seminggu atau sekali
sebulan apalagi sekali setahun tidak akan mendatangkan manfaat terhadap kebugaran jasmani.

Pembebanan latiahan fisik yang progresiv

Beban latihan fisik yang diberikan terhadap partisipan perlu dinaikkan secara bertahap.
Sistem tubuh akan melakukan adaptasi terhadap beban yang diberikan secara teratur dan dalam
jangka waktu tertentu. Peristiwa adaptasi menjadikan beban permulaan yang diberikan akan
menjadi tidak berarti lagi seiring dengan berjalannya waktu latihan. Pada saat itu diperlukan
penambhan beban latihan sehingga beban yang diberikan tetap sedikit diatas kemampuan fisik.
Penambahan beban secara bertahap ini diharapkan sampai kepada titik maksimal, sehingga
didapat tingkat kebugaran yang maksimal.

Beban yang berkesinambungan antara pembebanan pertama dan berikutnya diperlukan
untuk memastikan bahwa proses peningkatan respon terhadap beban tetap ada. Dianjurkan jika
menggunakan beban berlebih yang tertuju kepada rangsangan latihan fisik tersebut harus diberikan
dengan beban lebih besar dari kemampuan fisiologi atau dengan kata lain beban tersebut harus
diatas ambang rangsang, sehingga menimbulkan proses adaptasi sebagai efek latihan. Pemberian
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satu sesi latihan fisik akan menimbulkan proses kelelahan9. Kemudian akan diikuti dengan proses
restorasi yang merupakan upaya tubuh untuk mengembalikan ke kondisi sebelum mendapat
latihan fisik. Kemudian akan berlanjut dengan adaptasi tubuh. Pada akhirnya akan terjadi lagi
penurunan karena tidak adanya rangsangan lagi.

Beban berlebih dapat dilakukan dengan melakukan manipulasi terhadap intensitas, durasi
dan frekwensi latihan. Adaptasi juga akan terjadi dan tergantung kepada pengulangan latihan
dilakukan. Pemberian sesi latihan berikut, sebaiknya diberikan pada saat puncak adaptasi sehingga
akan berdampak terhadap masa kelelahan yang tidak terlalu dalam. Efek akhirnya akan terjadi
peningkatan kebugaran bagi pelaku olahraga. Sementara kalau diberikan latihan berikutnya terlalu
jarang, dimana kondisi tubuh sudah kembali ke posisi sebelum latihan pertama, maka proses yang
terjadi hanyalah pengulangan saja. Sebaliknya jika pemberian beban berikutnya diberikan dengan
tenggang waktu yang sangat pendek akan menyebabkan kelelahan yang berarti. Proses adaptasi
tidak terjadi, karena rangsangan berikutnya sistem organ belum kembali pulih setelah mendapat
latihan fisik10.

Peningkatan beban olahraga dapat dilakukan secara bertahap. Ada dua macam tahapan yang
dikenal dalam meningkatkan beban olahraga. Pertama secara gradual harian dan kedua secara
jenjang mingguan. Diantara pentahapan latihan yang ada masing-masing memilki keunggulan
dan kelemahan.

Kesimpulan

Latihan fisik yang proporsional dapat meningkatkan performa melalui proses biogenesi di
mitokodria. Penting untuk melakukan latihan fisik sesuai dengan kaidah yang baik, benar, terukur,
teratur dan progresiv.
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Mitokhondria dan Respon Imun pada Penyakit Tidak Menular
Eryati Darwin
Bagian Histologi Fakultas Kedokteran Universitas Andalas

ABSTRAK

Mitokondria merupakan organela yang terdapat pada sitoplasma dari hampir semua sel eukariotik.
Mitokondria berfungsi untuk penghasil energi berupa adenosina trifosfat pada lintasan katabolisme dan
sebagai tempat berlangsungnya fungsi respirasi sel pada makhluk hidup, selain fungsi kehidupan
fisiologis selular lainnya seperti pada mekanisme diferensiasi, apoptosis, dan siklus sel. Mitokondria juga
dapat melepaskan sinyal seperti DNA mitokondria (mtDNA) dan ROS mitokondria (mtROS) untuk
mengatur transkripsi sel imun. Sistem imun dan mitokondria saling terkait satu sama lain karena
mitokondria dapat mengatur aktivasi, diferensiasi, dan kelangsungan hidup sel imun. Bentuk dan posisi
mitokondria dalam sel sangat penting dan diatur dengan ketat oleh proses fisi dan fusi, biogenesis dan
autophagy, untuk menjaga agar populasi mitokondria dalam kondisi yang relatif konstan. Gangguan atau
disfungsi mitokondria berhubungan dengan respon inflamasi pada penyakit akibat gangguan metabolism
dan usia, penyakit neurodegeneratif dan cedera iskemik jantung dan otak.

Kata kunci: mitokondria, respon imun, penyakit tidak menular
Pendahuluan

Transisi epidemiologi di Indonesia menyebabkan terjadinya pergeseran pola penyakit, di mana terjadi
peningkatan frekuensi penyakit degeneratif. Penyakit degeneratif merupakan penyakit tidak menular yang
berlangsung kronis seperti penyakit jantung, hipertensi, diabetes, kegemukan dan lainnya. Faktor yang
berhubungan dengan terjadinya penyakit degeneratif adalah pola hidup yang tidak sehat seperti
kebiasaan merokok, minum alkohol, pola makan dan obesitas, aktivitas fisik yang kurang, stres,
dan pencemaran lingkungan. Faktor faktor tersebut memicu respon inflamasi karena peningkatan stres
oksidatif yang menyebabkan disfungsi endotel'. Stres oksidatif merupakan ketidak seimbangan antara
sistem oksidatif dan antioksidan sel dan jaringan oleh karena produksi reactive oxygen species (ROS)
oleh mitokondria?.

Mitokondria adalah organel berukuran 0,75- 3 um dalam sel eukariotik yang menghasilkan adenosine
triphosphate (ATP), molekul energi utama yang digunakan oleh sel. Mitokondria menghasilkan ATP
melalui proses respirasi seluler atau disebut sebagai respirasi aerobik yang membutuhkan oksigen.
Jumlah mitokondria dalam sel tergantung pada berapa banyak energi yang dibutuhkan sel, seperti sel otot
yang memerlukan banyak energi untuk pergerakan, akan memiliki banyak mitokondria. Perubahan
jumlah dan ukuran mitokondria dalam sel sebagian besar dikendalikan oleh dua kekuatan yang
berlawanan yaitu fisi dan fusi yang berperan pada respon imun. Fusi merupakan pembentukan
mitokondria tubuler dan berperan pada sel memori, makrofag dan apoptosis. Sedangkan fisi adalah
fragmentasi mitokondria yang disebabkan oleh kerusakan DNA. Fisi berperan pada mobilisasi
gnitokondria, aktivasi sel T, sel nature killer (NK) dan memiliki implikasi dengan penyakit mitokondria®-

Mitokondria memiliki dua membran fosfolipid, dimana membran luar menutupi permukaan mitokondria,
sedangkan membran dalam memiliki banyak lipatan yang disebut krista untuk meningkatkan luas
permukaan protein dan berperan penting dalam rantai transpor elektron. Membran dalam juga merupakan
tempat di mana banyak reaksi kimia terjadi untuk melaksanakan berbagai fungsi mitokondria selain
sebagai pusat sintesis ATP, seperti produksi ROS, menyimpan kalsium untuk mempertahankan
homeostasis kadar kalsium dalam sel, mengatur metabolisme sel, apoptosis, kelangsungan hidup sel,

. . 45
pensinyalan sel, termogenesis dan proses penuaan .
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Gangguan fungsi mitokondria atau disfungsi mitokondria dapat disebabkan oleh berbagai hal yang
memicu radikal bebas sehingga menyebabkan stres oksidatif, kerusakan DNA dan gangguan energi. Pada
disfungsi mitokondria terjadi kehilangan integritas membran yang memungkinkan komponen mitokondria
masuk kedalam sitosol atau keluar ke sirkulasi. Untuk menghambat efek negatif ROS, mitokondria yang
mengalami disfungsi akan dieliminasi melalui proses mitofagi. Akumulasi mutasi DNA mitokondria
(mtDNA) yang disebabkan oleh stres oksidatif dikaitkan dengan disfungsi mitokondria progresif, dan
menyebabkan penurunan fungsi fisiologis terkait usia. Kelainan klinis karena kekurangan energi pada
disfungsi mitokondria sangat bervariasi, tergantung pada jenis sel, dimana sel-sel yang membutuhkan
jumlah energi besar seperti sel-sel otot jantung dan saraf, paling terpengaruh oleh gangguan fungsi
mitokondria™®.

Mitokondria dan Respon Imun

Mitokondria dan imunitas saling terkait satu sama lain, dimana mitokondria berperan dalam pengaturan
aktivasi, diferensiasi, dan kelangsungan hidup sel imun. Pelepasan sinyal mtDNA dan ROS mitokondria
(mtROS) berperan dalam pengaturan transkripsi sel imun pada respon imun bawaan dan adaptif. Oleh
karena itu disfungsi mitokondria akan menyebabkan gangguan diferensiasi sel-sel imun yang merupakan
dasar terjadinya berbagai penyakit kronis’.

Struktur dan fungsi mitokondria dapat memengaruhi respons imun bawaan atau respon imun non-spesifik
melalui aktivasi langsung dan modulasi respon imun. Selama proses respon imun terjadi perubahan
metabolisme dari keadaan katabolik ke anabolik yang berkaitan dengan transisi sel-sel imun dari fase
tenang ke fase aktif. Dalam keadaan tenang, makromolekul menjalani jalur katabolik untuk
menghasilkan energi dan mendukung kelangsungan hidup jangka panjang, sedangkan pada jalur
anabolik, makromolekul disintesis dan mendukung keseimbangan antara kebutuhan ATP dan metabolit
yang dibutuhkan®.

Mitokondria dapat mengatur bagaimana sel imun merespon infeksi dan kerusakan jaringan, dimana
mitokondria dapat dengan cepat beralih dari terutama menjadi organel katabolik yang menghasilkan ATP
saja, menjadi organel anabolik yang menghasilkan ATP sintesis makromolekul. Mitokondria memiliki
beberapa mekanisme yang memungkinkannya untuk mengaktifkan jalur pensinyalan dalam sitosol
termasuk mengubah rasio AMP/ ATP, pelepasan metabolit siklus ROS dan #ricarboxylic acid (TCA),
serta lokalisasi protein pengatur sel imun pada membran mitokondria luar. Oxidative phosphorylation
(OXPHOS) dari mitokondria, metabolisme asam lemak dan metabolisme asam amino dalam mitokondria
mempengaruhi aktivitas sel imun®’. Peristiwa metabolik mitokondria tersebut dikendalikan oleh sinyal
internal dari sel itu sendiri atau dipengaruhi oleh sel-sel di sekitarnya dan dari beberapa hasil penelitian
terkait, memunculkan konsep imunometabolisme. Mitokondria dapat menghasilkan sinyal pro atau anti-
inflamasi dengan mengubah kadar metabolit yang dihasilkan dalam siklus Krebs atau dengan mengubah
tingkat produksi ROS. Inflamasom yang merupakan kompleks multiprotein dalam makrofag, berperan
mengaktifkan mediator pro-inflamasi IL-1p. Hal ini terjadi karena lipo poli sakarida (LPS) dari patogen
berikatan dengan reseptor TLR4 pada permukaan makrofag akan menyebabkan peningkatan pensinyalan
oleh jalur NF-kB, sehingga meningkatkan ekspresi prekursor IL-1p'°.

Uncoupling protein dari mitochondria yang berada pada membran dalam mitokondria berperan
mengontrol produksi ROS dan polarisasi makrofag. Polarisasi dari monosit menjadi fenotipe makrofag
M1 dan M2 dikontrol juga oleh sitokin. Makrofag M1 merupakan fenotip pro-inflamasi, diaktitkan oleh
IFN-y lipopolisakarida, berperan menghasilkan sitokin pro-inflamasi, ROS, dan nitric oxide (NO).
Sedangkan makrofag M2 merupakan fenotipe anti-inflamasi, diaktifkan oleh IL-4 atau IL-13, berperan
meningkatkan regulasi arginase-1, mengurangi kadar NO dan ROS, melepaskan sitokin anti-inflamasi,
faktor pertumbuhan, dan poliamin, sehingga meningkatkan angiogenesis dan penyembuhan jaringan’'".
Fagositosis oleh makrofag penting berperan penting untuk pembersihan patogen mikroba yang efektif
dan sangat diperlukan untuk mekanisme pertahanan non-spesifik. Fagositosis terjadi melalui serangkaian
reseptor pengenalan pattern recognition receptors (PRR) meliputi toll-like receptors (TLRs) dan
kompleks multiprotein, disebut inflamasom yang dapat mendeteksi molekul patogen dan memproduksi
sitokin pro-inflamasi'?>. Fagositosis berhubungan dengan produksi ROS yang diperlukan untuk
penghancuran mikroorganisme intraseluler. Mitokondria adalah sumber penting ROS mitokondria
(mtROS) terutama pada disfungsi mitokondria, tetapi mtROS juga rentan terhadap kerusakan oksidatif
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yang selanjutnya dapat meningkatkan produksi mtROS. Dengan demikian, regulasi mitokondria sangat
penting untuk integritas sel'’. Dalam kondisi normal, makrofag memiliki aktivitas rendah sehingga
sitokin pro-inflamasi dan anti-inflamasi yang diproduksi oleh sel-sel imun berada pada keseimbangan.
Namun keseimbangan ini akan berubah dengan adanya perubahan kondisi basal akibat berbagai
gangguan metabolisme seperti obesitas, diabetes mellitus, steatohepatitis non-alkoholik, aterosklerosis,
dan aktifitas fisik'*.

Mitokondria berperan penting untuk pengenalan sel kanker oleh sistem imun dan untuk aktivasi
fagositosis terhadap sel kanker. Pada mekanisme respon imun terhadap sel kanker, produk mitokondria
seperti ATP, ROS dan mtDNA beperan sebagai sinyal bahaya, baik secara ekstraseluler (seperti ATP)
atau intraseluler (seperti ROS dan mtDNA). Namun disisi lain, mtROS diperlukan untuk aktivasi sel-T
sebagai respon TCR, dan fosforilasi oksidatif (OXPHOS) diperlukan untuk pembentukan memori
imunologis serta untuk aktivitas tumoricidal dan pro-inflamasi makrofag M1. Fosforilasi oksidatif
OXPHOS juga berperan mendukung diferensiasi sel imunosupresif termasuk makrofag M2, sel T

regulator (Treg) dan T cytotoxic (Tc)>'°.

Respon imun adaptif berbeda dari respon imun bawaan karena kemampuan dalam membedakan sel
sendiri dan sel asing. Aktivasi sel limfosit T dan limfosit B memicu pembentukan sel memori untuk
pertahanan jangka panjang. Meskipun sel imun adaptif tidak menggunakan ROS untuk fungsi efektornya,
molekul-molekul ini dapat bertindak sebagai pemberi sinyal pengirim, seperti sinyal oksidatif yang
diperlukan untuk aktivasi sel T. Dalam hal ini mitokondria berperan dalam peristiwa pensinyalan awal
yang mengontrol aktivasi sel T. Sel efektor Thl, Th2, dan Thl7 bergantung terutama pada glikolisis
oksidatif dan glutaminolisis, sedangkan sel Treg bergantung pada oksidasi lipid'”.

Diferensiasi limfosit B naive menjadi limfosit B efektor terjadi melalui hiper mutasi somatik oleh class-
switch recombination (CSR) dan menjadi antibody-secreting plasma cells (PCD) melalui faktor
transkripsi Bach2. mtROS menghambat sintesis heme dalam CSR, tetapi memodulasi sintesis heme
dalam PCD, sehingga massa mitokondria dan potensi membran meningkat dalam CSR dan menurun pada
PCD, sehingga mtROS memodulasi fungsi sel B dengan mengubah sintesis heme’.

Mitokondria dan Penyakit Tidak Menular

Mitokondria berperan penting dalam bioenergi dan biosintetik sel yang dapat dengan cepat menyesuaikan
dalam memenuhi kebutuhan metabolisme sel. Peningkatan kebutuhan energi dipenuhi oleh biogenesis
mitokondria dan fusi mitokondria, sedangkan penurunan kebutuhan menyebabkan pengurangan
mitokondria melalui fisi dan mitofagi. Kemampuan untuk secara cepat menyesuaikan kemampuan
bioenergi seluler pada lingkungan yang berubah dengan cepat dibutuhkan untuk fungsi seluler normal
dan perkembangan kanker '*. Hilangnya respons adaptif ini berpotensi mengganggu fungsi seluler dan
membuat sel lebih rentan terhadap stresor eksternal seperti stres oksidatif, radiasi, obat-obatan kemoterapi
dan hipoksia. Kondisi dimana terdapat gangguan komunikasi antara mitokondria dan nukleus (mifto-
nuclear cross talk) akibat mutasi mtDNA, jumlah mitokondria yang tidak memadai, ketidak mampuan
dalam penyediaan substrat mitokondria atau gangguan transport elektron dan sintesis ATP, akan
menyebabkan disfungsi mitokondria. Disfungsi mitokondria, ditandai dengan hilangnya efisiensi dalam
rantai transport elektron dan pengurangan sintesis ATP, yang merupakan karakteristik penuaan dan
penyakit kronis seperti: penyakit neurodegeneratif, penyakit kardiovaskular, diabetes dan sindrom
metabolik, penyakit autoimun, penyakit neurobehavioral dan psikiatris, gangguan pencernaan, sindrom
kelelahan kronis, penyakit muskuloskeletal, kanker dan infeksi kronis'®2.

Penuaan, genetik, faktor risiko kardiovaskuler tradisional, dan faktor lingkungan dapat menyebabkan
stres oksidatif terutama pada pembuluh darah, di mana nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
(NADPH) oxidase (NOX) and uncoupled nitric oxide synthase (NOS) merupakan sumber yang dominan.
Pada kondisi fisiologis, peningkatan ROS dalam kadar rendah dapat menyebabkan efek perlindungan
melalui mediasi pensinyalan redoks, seperti peningkatan kapasitas antioksidan. Namun jika produksi ROS
melebihi kapasitas antioksidan, maka ROS akan menyebabkan kerusakan sel dan disfungsi endotel yang
berperan pada terjadinya aterosklerosis dan penyakit degeneratif lain (gambar 1),

Aterosklerosis yang merupakan inflamasi arteri kronis, sangat terkait dengan stres oksidatif. Peningkatan
ROS memicu ekspresi gen pro-inflamasi seperti vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1),

149



Prosiding Ilmiah Kongres, Temu Ilmiah KIBI, Workshop

30 Oktober - 2 November 2019 dan Pengabdian Masyarakat, 2019

intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), monocyte chemotactic protein-1, and E-selectin yang
ditranskripsi oleh redox-sensitive transcription factors seperti NF-xB, activator protein-1, HIF-1p, and
early growth response protein -1, dimana gen ini berperan pada fase awal aterogenesis, seperti interaksi
endotel dengan leukosit. Faktor transkripsi ini juga berperan dalam pensinyalan proliveratif yang terkait
dengan pertumbuhan otot polos vaskuler, remodeling vascular dan migrasi fibroblast yang memicu proses
aterogg:lnik. Reactive oxygen species berperan mengaktifkan MAPK, reseptor dan non-reseptor dan tirosin
kinase™".

Smoking

Peroxisome dysfunction
Obesity ;

@Mitochondrial oxidative phosphorylation impaired
Ultraviolet radiation Ve
/ @ The number of abnormal mitechondrial structures increased
Drug abuse

.

v

3

(@) The activity and expression of the respiratorychain complex altered

Degeneratlve Diseases

Oxidative Stress/ROS
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Mitochondrial dysfunction

Gambar 1: Faktor-faktor yang berhubungan dengan stress oksidatif, disfungsi mitokondria dan
penyakit degeneratif®.

Tekanan darah yang tinggi pada hipertensi akan mengaktitkan pensinyalan NADPH oksidase melalui
angiotensin II (ATII) dan angiotensin 1 (ATIR). Stres oksidatif merupakan komponen penting dari
hipertensi, di mana NADPH oksidase merupakan sumber utama ROS. Secara mekanis, ATII, melalui
pensinyalan angiotensin 1 receptor (AT1R), memediasi regulasi vaskular dan aktivasi NADPH oksidase
melalui translokasi cepat GTPase ke membran sel. Hipertensi umumnya dikaitkan dengan regangan
mekanis pembuluh darah, peningkatan produksi ROS, pergantian matriks ekstraseluler, dan fibrosis, yang
pada gilirannya mengubah struktur dan fungsi semua organel seluler, termasuk mitokondria serta
translokasi dan aktivasi NADPH oksidase***.

Hiperglikemia meningkatkan stres oksidatif seluler dengan rantai pernapasan mitokondria sebagai sumber
utama O2". Protein kinase C dan produk akhir glikasi mengaktifkan NADPH oksidase dan menghambat
eNOS melalui modifikasi pasca-translasi, sedangkan NADPH oxidase-mediated eNOS uncoupling eNOS
meningkatkan stres oksidatif (130). Pada resistensi insulin terjadi inhibisi aktivitas GTP cyclohydrolase 1
(GTPCHI) dan aktivasi eNOS dan gangguan phosphoinositide 3 kinase (PI3K) / Akt'®.

Pada hiperkholesterolemia sumber ROS utama dalam adalah NADPH oksidase dan xantin oksidase yang
diaktifkan oleh oxidized low-density lipoprotein, dan regulasi AT1R. Kolesterol LDL terutama kolesterol
LDL teroksidasi (oxLDL) memodulasi pembentukan O2~ dan ONOQO~, yang berperan mengatur adhesi
monosit, ekspresi gen inflamasi vaskuler, dan redox-sensitive transcription factors, seperti as NF-kB dan
activator protein-1 peradangan ekspresi gen vaskular, dan faktor transkripsi peka-redoks, seperti NF-kB
activator protein-1%*

Pada penuaan vascular, kekakuan arteri dan disfungsi endotel meningkatkan berhubungan dengan
peningkatan produksi ROS. Disfungsi endotel dimediasi oleh berkurangnya bioavailabilitas NO, baik
melalui penurunan sintesis atau peningkatan degradasi. Penurunan n NO dan peningkatan produksi O2~
dan ONOO™ memicu stress oksidatif. Gangguan keseimbangan redoks meningktkan ekspresi NADPH
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oksidase dan produksi O2™ melalui mediator TNF-o yang menyebabkan inflamasi. Kekakuan arteri
akibat usia menyebabkan hilangnya serat elastis yang sebagian dimediasi oleh protease dengan aktivitas
elastinolitik, termasuk matriks metalloproteinase. Hal ini Ini berkaitan dengan ROS melalui aktivasi
siklilin A yang diinduksi ROS, memediasi matriks metalloproteinase 9, TNF-o, dan ekspresi IL-6 melalui
jalur NF-kB dan ERK’.

Senyawa yang terkandung dalam asap rokok merangsang NADPH oksidase endoteldan mengurangi
fungsi mitokondria, sehingga menginduksi stres oksidatif mitokondria. Peningkatan O2~ dan
pembentukan ONOO™ memicu kerusakan DNA vaskuler dan inflamasi, sehingga mempercepat penuaan
pembuluh darah. Melalui oksidasi kolesterol LDL, asap rokok meningkatkan potensi pro-oksidatifnya.
Senyawa dalam asap rokok menyebabkan disfungsi mitokondria, perubahan sintesis ATP dan induksi
stress oksidatif. Adanya kerusakan mtDNA berhubungan erat dengan terjadinya keganasan™®.

Kesimpulan

Mitokondria bukan hanya "pembangkit tenaga" sel, tapi juga berperan pada imunitas, sehingga gangguan
atau disfungsi mitokondria berimplikasi pada penyakit tidak menular atau penyakit degeneratif.
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ABSTRAK

Pendahuluan: Hiperurisemia ditandai dengan produksi asam urat yang berlebihan, sehingga dapat
menyebabkan disfungsi endotel, peningkatan kekakuan pembuluh darah, peningkatan stres oksidatif,
respon sistem imun, inflamasi, dan ketidakseimbangan substansi vasoaktif. Abnormalitas tersebut akan
berpengaruh pada sistem kardiovaskular terutama substansi vasoaktif. Endothelin-1 (ET-1) adalah salah
satu substansi vasoaktif yang berperan sebagai vasokonstriktor kuat. Penelitian ini bertujuan mengetahui
pengaruh hiperurisemia terhadap ekspresi gen ET-1 pada jantung mencit.

Metode: Dua puluh lima ekor mencit jantan galur Swiss umur 3 bulan dibagi menjadi 5 kelompok,
Kontrol (n=5) diinjeksi NaCl 0,9% selama 28 hari, AU7 (n=5), AU14 (n=5), AU21 (n=5), dan AU28
(n=5) diinduksi asam urat secara intraperitoneal dengan dosis 125 mg/kgBB selama 7, 14, 21, dan 28 hari.
Ekspresi gen ET-1 diperiksa dengan RT-PCR, dianalisis densitometri dengan software ImageJ. Data
dianalisis dengan uji One-way ANOVA dan Kruskal-Wallis (p<0,05).

Hasil: Induksi asam urat dengan dosis 125 mg/kgBB/hari dapat menyebabkan hiperurisemia pada mencit
dan meningkatkan ekspresi gen ET-1 dengan nilai p<0,05.

Simpulan: Hiperurisemia meningkatan ekspresi gen Endothelin-1 (ET-1) pada jantung mencit (Mus
musculus).

Kata Kunci: hiperurisemia, jantung mencit, endothelin-1

Pendahuluan

Asam urat dengan formula CsH4N,O; (7,9-dihydri-1 H-purin-2,6,8 (3H)-trione) merupakan produk
akhir dari metabolisme purin dalam tubuh manusia yang dibentuk secara endogen maupun eksogen dan
diekskresikan dalam urin. Pada pH fisiologis, asam urat merupakan asam lemah dengan pKa 5,8 dan
memiliki rentang normal 2,5-7 mg/dL pada pria dan 1,5-6 mg/dL pada wanita dengan rata-rata kelarutan
asam urat 6,8 mg/dL. Ketika kadar asam urat lebih dari 6,8 mg/dL, asam urat akan membentuk
monosodium urat (MSU). Hiperurisemia adalah suatu keadaan yang ditandai dengan produksi asam urat
yang berlebihan. Secara luas, hiperurisemia pada orang dewasa ditandai apabila kadar asam urat dalam
darahnya lebih dari 7,0 mg/dL pada pria dan 6,0 mg/dL pada wanita'. Kadar serum asam urat diatur
melalui sintesis asam urat dan diekskresikan oleh ginjal’. Prevalensi hiperurisemia pada populasi manusia
cukup tinggi.

Hiperurisemia sangat sering terjadi pada pasien yang mengalami penyakit kardiovaskular, tetapi
seringkali tidak dianggap sebagai faktor risiko utama. Penelitian terbaru menunjukkan bahwa asam urat
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secara biologis aktif dapat merangsang stres oksidatif, disfungsi endotel, peradangan dan vasokonstriksi.
Studi epidemiologis telah menemukan bahwa asam urat secara independen berperan terhadap
perkembangan hipertensi, stroke dan gagal jantung’.

Pengaturan tonus pembuluh darah (relaksasi dan konstriksi) melalui keseimbangan dua kelompok
substansi vasoaktif yaitu: vasodilator-nitric oxide (NO) dan vasokonstriktor-Endothelin-1 (ET-1)".
Sementara itu keadaan hiperurisemia dapat mempengaruhi kemampuan vasodilatasi pembuluh darah’.

Saat ini banyak penelitian yang mengkaji pengaruh kadar asam urat terhadap fungsi kardiovaskular
mencit, tetapi hanya sedikit yang berhubungan dengan aktivitas substansi vasoaktif. Peneliti tertarik untuk
mengkaji pengaruh hiperurisemia terhadap substansi vasoaktif yang berperan sebagai agen
vasokonstriktor, yaitu ET-1.

Bahan dan Metode:

A. Bahan

1. Hewan coba: Mencit (Mus musculus) jantan berumur 3 bulan dengan berat 30-40 gram.

2. Bahan untuk induksi asam urat: asam urat (Sigma Aldrich, U2526-25G) dalam bentuk serbuk
dosis 125 mg/kgBB, larutan NaOH 0,2 M, akuades.

3. Bahan untuk ekstraksi RNA dan pembuatan cDNA: larutan RNA isoplus (GENEzol™,
GZR100), larutan diethylpyrocarbonate (DEPC), alkohol 70%, larutan isopropanolol, kloroform,
larutan ReverTraAce (Toyobo, TRT-101).

4. Bahan untuk RT-PCR dan elektroforesis: larutan Tris Borate EDTA (TBE), agarose (Promega,
V1321), larutan gel red (Biotium, 41003), Taq Master Mix (GoTaq"Green Master Mix, 7122),
primer forward dan reverse ppET-1.

B. Metode

1. Pemberian asam urat dengan menginjeksikan asam urat dosis tunggal 125 mg/kgBB dalam
bentuk serbuk yang dilarutkan dalam larutan NaOH 0,2 M secara intraperitoneal selama (7, 14,
21, 28) hari. Kadar asam urat diukur diakhir penelitian, sebelum terminasi®.

2. Ekspresi gen ET-1 diperiksa dengan metode Reverse Transcriptase PCR (RT-PCR) dengan
menggunakan primer ppET-1 dan dikuantifikasi dengan software Imagel yang dinyatakan dalam
satuan optical density (OD).

3. Data dianalisis dengan uji One-way ANOVA dan Kruskal-Wallis (p<0,05).

Hasil dan Diskusi:

A. Hasil
I. Kadar serum asam urat

Berdasarkan hasil pemeriksaan kadar serum asam urat didapatkan rerata+SB, Kontrol=1,52+0,16
mg/dL, AU7=3,68+0,46 mg/dL, AUI14=3,32+0,45 mg/dL, AU21=2,30+0,30 mg/dL, dan
AU28=1,08+0,17 mg/dL. Data rerataxSB kadar serum asam urat disajikan pada tabel 1 dan diagram
batang disajikan pada gambar 1.

Tabel 1. Rerata+SB Kadar Serum Asam Urat

Kelompok Rerata+SB mg/dL p
Kadar Serum Asam Urat Kontrol 1,52+0,16 0,000
AU7 3,68+0,46
AUl4 3,32+0,45
AU21 2,30+0,30
AU28 1,08+0,17

"Uji One-way ANOVA. Uji post hoc LSD: kontrol vs AU7 (p=0,000); Kontrol vs AU14 (p=0,000);
Kontrol vs AU21 (p=0,004); Kontrol vs AU28 (p=0,084); Kontrol: kelompok dengan injeksi NaCl 0,09%;
AUT7: induksi asam urat selama 7 hari; AU14: induksi asam urat selama 14 hari; AU21: induksi asam urat
selama 21 hari; AU28: induksi asam urat selama 28 hari.
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Gambar 1. Diagram Batang Rerata Kadar Serum Asam Urat

Keterangan: Terdapat perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan (p=0,000).*=p<0,05 vs Kontrol;
*=p>0,05 vs Kontrol, Kontrol: kelompok dengan injeksi NaCl 0,09%; AU7: induksi asam urat selama 7
hari; AU14: induksi asam urat selama 14 hari; AU21: induksi asam urat selama 21 hari; AU28: induksi
asam urat selama 28 hari.

Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa kadar serum asam urat terdistribusi normal (p=0,158), dan
uji One-way ANOV A menujukkan perbedaan bermakna antar kelompok (p=0,000). Uji post hoc LSD
menunjukkan perbedaan bermakna antara Kontrol dengan AU7 (p=0,000), Kontrol dengan AU14
(p=0,000), Kontrol dengan AU21 (p=0,004), AU7 dengan AU21 (p=0,000), AU7 dengan AU28
(p=0,000), AU14 dengan AU21 (p=0,000), AU14 dengan AU28 (p=0,000), serta kelompok AU21 dengan
AU28 (p=0,000), sedangkan Kontrol dengan AU28 (p=0,084) serta AU7 dengan AU14 (p=0,145)
menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna.

II. Ekspresi gen Endothelin-1 (ET-1)

ppET-1

Kontrol
GAPDH AU7 AUl4 AU21 AU28

Gambar 2. Gambaran Pita Hasil Elektroforesis ppET-1 dan GAPDH

Keterangan: Kontrol: kelompok dengan injeksi NaCl 0,09%; AU7: induksi asam urat selama 7 hari;
AUI14: induksi asam urat selama 14 hari; AU21: induksi asam urat selama 21 hari; AU28: induksi asam
urat selama 28 hari.

Berdasarkan hasil pemeriksaan densitometri dengan menggunakan software ImageJ didapatkan
nilai reratatSB ekspresi ppET-1, yaitu Kontrol=1,49+0,27, AU7=3,62+0,47, AU14=2,87+0,35,
AU21=4,06+0,90, dan AU28=4,24+1,24. Data rerata ekspresi ppET-1+SB disajikan pada tabel 7 dan
diagram batang disajikan pada gambar 2.

Tabel 2. Rerata+SB Ekspresi Gen ppET-1

Kelompok Rerata+SB P
Ekspresi ppET-1 Kontrol 1,49+0,27 0,000
AU7 3,62+0,47
AU14 2,87+0,35
AU21 4,06+0,90
AU28 4,24+1,24
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"Uji One-way ANOVA. Uiji post hoc LSD: Kontrol vs AU7 (p=0,001); Kontrol vs AU14 (p=0,017);
Kontrol vs AU21 (p=0,000); Kontrol vs AU28 (p=0,000); AU14 vs AU21 (p=0,037); AU14 vs AU28
(0,049). Keterangan: Kontrol: kelompok dengan injeksi NaCl 0,09%; AU7: induksi asam urat selama 7
hari; AU14: induksi asam urat selama 14 hari; AU21: induksi asam urat selama 21 hari; AU28: induksi
asam urat selama 28 hari.
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Gambar 2. Diagram Batang Rerata Ekspresi ppET-1

Keterangan: Gambaran rerata ekspresi ppET-1 berdasarkan penghitungan densitometri dengan software
ImageJ. Terdapat perbedaan bermakna antar kelompok perlakuan (p=0,000). *=p<0,05vs Kontrol,
#:p>0,05 vs Kontrol, Kontrol: kelompok dengan injeksi NaCl 0,09%; AU7: induksi asam urat selama 7
hari; AU14: induksi asam urat selama 14 hari; AU21: induksi asam urat selama 21 hari; AU28: induksi
asam urat selama 28 hari.

Hasil uji normalitas menunjukkan bahwa rerata ekspresi ppET-1 terdistribusi normal (p=0,703)
dan hasil uji One-way ANOVA menunjukkan perbedaan bermakna antar kelompok (p=0,000) dan hasil
uji post hoc LSD didapatkan perbedaan bermakna antara kelompok Kontrol dengan AU7 (p=0,001),
Kontrol dengan AU14 (p=0,017), Kontrol dengan AU21 (p=0,000), Kontrol dengan AU28 (0,000), AU14
dengan AU21 (p=0,037), dan AU14 dengan AU28 (p=0,049), sedangkan AU7 dengan AU14 (p=0,171),
AU7 dengan AU21 (p=0,421), AU7 dengan AU28 (p=0,505), dan AU21 dengan AU28 (p=0,889)
menunjukkan perbedaan yang tidak bermakna.

B. Pembahasan

Sattle et al. menyatakan bahwa dosis asam urat yang diberikan dengan metode injeksi intravena
berpengaruh terhadap peningkatan kadar serum asam urat’. Penelitian yang dilakukan oleh Zhou et al.
terhadap mencit yang diinduksi asam urat dengan cara injeksi intraperitoneal menggunakan dosis 250
mg/kgBB/hari dapat menyebabkan peningkatan kadar serum asam urat secara bermakna pada hari ke-7
dan ke-14°. Berdasarkan data hasil uji One-way ANOVA, induksi asam urat yang dilakukan dengan cara
injeksi intraperitoneal menggunakan dosis 125 mg/kgBB/hari, juga dapat meningkatkan kadar serum
asam urat pada hari ke-7, 14, dan 21 secara bermakna (p=0,000) jika dibandingkan dengan kelompok
kontrol, sehingga ketiga kelompok tersebut dapat dikategorikan hiperurisemia.

Sementara itu, pada kelompok yang diinduksi asam urat selama 28 hari (AU28), kadar serum asam
urat ditemukan tidak bermakna dengan kelompok Kontrol (p=0,084). Diperkirakan penurunan kadar
serum asam urat yang terjadi pada kelompok AU28, disebabkan oleh peningkatan aktivitas enzim uricase
sehingga dapat mengubah asam urat menjadi allantoin yaitu molekul yang lebih larut, selanjutnya dapat
diekskresikan melalui ginjal. Uricase merupakan enzim katabolik asam urat yang terdapat di hepar’.
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Endothelin-1 (ET-1) adalah salah satu dari banyak agen vasokonstriktor yang paling potensial (kuat).
Banyak studi yang menyoroti mengenai interaksi NO dan ET-1 dalam meregulasi tonus pembuluh darah.
Pengaturan tonus pembuluh darah oleh ET-1 bergantung pada keseimbangan dua reseptornya, yaitu ET ;R
dan ETgR Banyak komplikasi kardiovaskular terkait dengan faktor risiko kardiovaskular dan penuaan
yang awalnya disebabkan oleh disfungsi endotel yang ditandai dengan disregulasi antara NO dan ET-1.
Kontribusi peningkatkan ET-1 dikaitkan dengan penurunan NO yang proporsional'’,

Keadaan hiperurisemia dapat menyebabkan peningkatan stres oksidatif sehingga menginduksi
terjadinya disfungsi endotel yang selanjutnya menyebabkan ketidakseimbangan substansi vasoaktif,
misalnya penurunan produksi NO dan peningkatan produksi ET-1. Hiperurisemia terbukti dapat
meningkatkan ekspresi gen ET-1.

Secara in-vivo, hiperurisemia dapat menyebabkan ketidakseimbangan substansi vasoaktif salah
satunya agen vasokonstriktor, yaitu ET-1. Hal tersebut dapat dibuktikan dalam penelitian ini, kelompok
mencit yang diinduksi asam urat menunjukkan hasil analisis densitometri setelah dibandingkan dengan
GAPDH sebagai house keeping gene, ekspresi gen ET-1 mengalami peningkatan dibandingkan dengan
kelompok kontrol.

Simpulan:

Hiperurisemia meningkatkan ekspresi gen Endothelin-1 (ET-1) pada jantung mencit (Mus musculus)
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ABSTRAK

Adenokarsinoma prostat merupakan keganasan ke-2 terbanyak di dunia pada laki-laki dan masih menjadi
masalah dalam kasus urologi. Prognosis yang buruk masih banyak ditemukan, meskipun telah diberikan
ADT. Pasien akan mengalami progresifitas menjadi CRPC. Beberapa keganasan yang dihubungkan
dengan prognosis yang buruk ditandai oleh overekspresi Her-2/neu. Peranan Her-2/neu dalam
menentukan progresifitas adenokarsinoma prostat masih kontroversi. Penelitian cross-sectional ini
melakukan re-evaluasi skor Gleason yang dikelompokan dalam derajat histopatologi berdasarkan ISUP
2014/WHO 2016. Selanjutnya dilakukan pewarnaan IHK untuk menilai ekspresi Her-2/neu. Analisis data
secara univariat berupa deskripsi karakteristik, sedangkan bivariat digunakan untuk hubungan ekspresi
Her-2/neu dengan derajat histopatologi. Ekspresi Her-2/neu ditemukan sebanyak 41 (93,18%) dari 44
kasus, 22 kasus (50%) derajat histopatologi poorly differentiated/ undifferentiated (skor Gleason 8-10).
Ekspresi Her-2/neu tidak menunjukkan hubungan yang signifikan dengan derajat histopatologi (p=
0,425), tetapi derajat histopatologi poorly differentiated/ undifferentiated menunjukkan ekspresi Her-
2/neu yang paling tinggi. Adanya kecenderungan peningkatan ekspresi Her-2/neu terhadap diferensiasi
sel tumor. Makin buruk prognosis adenokarsinoma prostat yang ditandai oleh derajat histopatologinya,
maka makin tinggi ekspresi Her-2/neu. Oleh karena itu, ekspresi Her-2/neu dapat dipertimbangkan
menjadi salah satu indikator prognostik adenokarsinoma prostat dan perlu penelitian lebih lanjut untuk
Her-2/neu sebagai terapi target.

Kata Kunci: adenokarsinoma prostat, Her-2/neu, skor Gleason

ABSTRACT

Prostate adenocarcinoma is the second most common cancer in men worldwide and still a problem in
urology. Majority of this malignancy is found in poor prognostic stage, although hormonal therapy has
been given. Patiens will acquire progression to CRPC. Several malignancies with poor prognostic is
characterized by Her-2/neu overexpression. The role of Her-2/neu in determining the progression of
prostate adenocarcinoma is still controversial. This cross-sectional study re-evaluated the Gleason score
grouped in histopathological grading based on ISUP 2014/ WHO 2016. Then, Her-2/neu expression was
determined by immunohistochemistry staining. Univariate analysis was in the form of characteristic
descriptions, while bivariate was used to associate Her-2/neu expression with histopathological grading.
Her-2/neu was expressed in 41(93,18%) of 44 cases, 22 (50%) with poorly differentiated/ undifferentiated
(Gleason score 8-10). Her-2/neu expression was no significantly associated with histopathological
grading (p= 0,425), but poorly differentiated/ undifferentiated showed the highest Her-2/neu expression.
There is a tendency for increased expression of Her-2/neu in tumor cell differentiation. The worse of
prostate adenocarcinoma progressively is characterized by histopathological grading, the expression of
Her-2/neu increasingly. Therefor, Her-2/neu expression can be considered as one of the prognostic
indicators of prostate adenocarcinoma and advanced study to avaibility of Her-2/neu targeted therapy.

Keywords: prostate adenocarcinoma, Her-2/neu, Gleason score
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Pendahuluan

Adenokarsinoma prostat merupakan keganasan terbanyak ke-2 setelah kanker paru dan penyebab
kematian akibat kanker ke-5 pada laki-laki di dunia berdasarkan data GLOBOCAN tahun 2018. Jumlah
kasus baru dan kematian akibat keganasan ini makin meningkat. Kasus baru dilaporkan sebanyak 1,3 juta
dan kematian 359.000, meningkat dari data GLOBOCAN sebelumnya tahun 2012 [1,2].

Pemberian androgen — deprivation therapy (ADT) pada adenokarsinoma prostat sering berhasil
untuk sementara waktu, tetapi pasien akan mengalami progresifitas menjadi castration — resistant
prostate cancer (CRPC). Mekanisme resistensi tersebut masih belum diketahui secara pasti. Resistensi
terhadap terapi hormonal menjadi topik yang banyak diteliti saat ini [3]. Adanya bukti yang menunjukkan
human epidermal growth factor receptor type 2 (Her-2/neu) yang merupakan famili ErbB reseptor
tyrosine kinase berperan dalam progresifitas dan androgen independent pada adenokarsinoma prostat
[4,5]. Ekspresi Her-2/neu pada adenokarsinoma prostat masih kontroversi dari berbagai kepustakaan.
Salah satu penelitian meta-analisis tentang nilai prognostik Her-2/neu pada adenokarsinoma prostat
menjelaskan bahwa ekspresi reseptor ini dapat menjadi indikator prognostik yang buruk dan dasar untuk
terapi target. Oleh karena itu, diperlukan penelitian lebih lanjut untuk pemeriksaan ekspresi Her-2/neu
[6].

Prognosis adenokarsinoma prostat secara histopatologi dapat ditentukan dengan sistem derajat
berdasarkan skor Gleason. Sistem ini diperkenalkan pertama kali oleh Donald F. Gleason tahun 1966,
telah dimodifikasi pada tahun 2005 dan 2014 pada pertemuan [nternational Society of Urological
Pathology (ISUP). Pertemuan tersebut menghasilkan beberapa revisi yang bertujuan untuk meningkatkan
reproduksibilitas dan nilai prognostik sistem Gleason dan telah direkomendasikan oleh World Health
Organization (WHO) tahun 2016 [7,8].

Bahan dan Metode

Penelitian ini dilakukan dengan pendekatan cross sectional yang telah disetujui oleh Komisi Etik
Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Andalas, Padang. Sampel slaid dan blok parafin sebanyak 44
kasus adenokarsinoma prostat dari beberapa laboratorium Patologi Anatomik yang berada di Sumatera
Barat. Kemudian dikelompokkan dalam derajat histopatologi berdasarkan ISUP 2014/WHO 2016.

Ekspresi Her-2/neu ditentukan dengan pemeriksaan IHK. Potongan blok parafin dari jaringan
TURP dan prostatektomi yang telah difiksasi buffered-formalin. Dilakukan deparafinisasi dalam xylene
dan dehidrasi dalam etanol bertingkat. Antigen retrieval dengan teknik pemanasan. Antibodi primer Her-
2/neu (c-ertbB [CB 11] Mouse Monoclonal Primary Antibody) (CM 076, Biocare Medical, Concord)
dengan pengenceran 1:100. Antibodi sekunder trekkie universal link (Biocare Medical). Kontrol positif
dari jaringan karsinoma payudara, sedangkan untuk kontrol negatif digunakan PBS sebagai pengganti
antibodi primer. Pewarnaan IHK dinilai intensitas dan persentase warna coklat pada membran sel dan
sitoplasma berdasarkan kriteria skor Her-2/neu yang digunakan oleh peneliti sebelumnya [9]. Analisa
bivariat dilakukan dengan uji statistik Kruskal-Wallis test (p<0,05).

Hasil dan Diskusi

Karakteristik adenokarsinoma prostat berdasarkan derajat histopatologi adenokarsinoma prostat
terbanyak adalah poorly differentiated/ undifferentiated (skor Gleason 8-10) sebanyak 22 kasus (50%)
dan ekspresi He nyak 4}1 kasus
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Tabel 1. Karakteristik Adenokarsinoma Prostat

Karakteristik Sampel f %
Derajat Histopatologi
Well Differentiated (Gleason < 6) 8 18,18
Moderately Differentiated (Gleason 7) 14 31,82
Poorly Differentiated/Undifferentiated (Gleason 8- 22 50,00
10)
Ekspresi Her-2/neu
Positif 41 93,18
Negatif 3 6,82

Tabel 2.  Hubungan Ekspresi Her-2/neu dengan Derajat Histopatologi Adenokarsinoma Prostat

Ekspresi Derajat Histopatologi f (%)
Her-2/neu Well Diff Moderately Diff Poorly/Undiff
f (%) f (%) f (%)
Positif 8(19,51) 13 31,71) 20 (48,78) 41 (100)
Negatif 0(0) 1(33,33) 2 (66,67) 3 (100)
Total 8 (18,18) 14 (31,82) 22 (50) 44 (100)
p = 0,425

Ekspresi Her-2/neu berdasarkan derajat histopatologi didapatkan ekspresi positif terbanyak pada
derajat histopatologik poorly differentiated/undifferentiated yaitu 20 kasus (48,78%). Tidak ditemukan
hubungan yang signifikan antara ekspresi Her-2/neu dengan derajat histopatologi (p=0,425). Namun,
adanya kecenderungan peningkatan jumlah ekspresi Her-2/neu dengan derajat histopatologi. Semakin
meningkat derajat histopatologi menunjukkan semakin banyak ekspresi Her-2/neu (Tabel 2).

Hasil penelitian ini hampir sama dengan penelitian Zhang et al. mendapatkan skor Gleason §-10
yang terbanyak yaitu 63 kasus, diikuti dengan skor Gleason 7 sebanyak 46 kasus, dan skor Gleason <6
sebanyak 22 kasus dari 131 kasus yang ditelitinya [10]. Penelitian da Cruz ef al. kasus terbanyak dengan
skor Gleason > 6 yaitu 228 kasus (62,47%), sedangkan skor Gleason < 6 sebanyak 137 kasus (37,53%)
[11].

Berbeda dengan penelitian Rulli dkk di RS M. Djamil Padang yang menggunakan
pengelompokan derajat histopatologi yang berbeda, yaitu well differentiated (skor Gleason 2-4),
moderately differentiated (skor Gleason 5-7) dan poorly differentiated (skor Gleason 8-10). Dari 176
kasus adenokarsinoma prostat ditemukan skor Gleason terbanyak adalah skor 5-7 sebanyak 113 kasus
(64,20%), diikuti skor 8-10 sebanyak 48 kasus (27,28%), kemudian skor 2-4 sebanyak 15 kasus (8,52%)
[12].

Perbedaan hasil ini mungkin disebabkan perbedaan sistem Gleason yang digunakan sehingga
berbeda dalam menetapkan pola Gleason terutama pola 3 dan 4. Pertemuan ISUP 2005 dan 2014
menimbulkan dampak yang signifikan dalam diagnosis adenokarsinoma prostat, karena salah satu
perubahannya adalah menentukan gambaran pola 3 dan 4 yang mempengaruhi skor Gleason. Modifikasi
sistem Gleason yang asli dengan sistem Gleason ISUP 2005 dan 2014 bertujuan mengurangi variasi
interobserver, sehingga menyebabkan rata-rata skor Gleason yang lebih tinggi meningkat dalam beberapa
penelitian [13].

Overekspresi Her-2/neu ditemukan pada berbagai kanker yang berasal dari epitel seperti kanker
payudara, paru, kolon, prostat dan kanker lainnya. Beberapa penelitian menunjukkan bahwa overekspresi
Her-2/neu berhubungan dengan adenokarsinoma prostat yang lebih agresif menjadi androgen-
independent yang resisten terhadap terapi hormonal. Penatalaksanaan terhadap kasus tersebut saat ini
belum optimal [5,10]. Pemeriksaan ekspresi Her-2/neu pada kanker prostat menunjukkan hasil yang
sangat bervariasi. Meskipun demikian, masih ditemukan hubungan yang bermakna antara overekspresi
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Her-2/neu dengan risiko kematian yang tinggi dan rekuren pada adenokarsinoma prostat berdasarkan
penelitian meta-analisis [10,14].

Beberapa penelitian menemukan hasil yang menunjukkan adanya hubungan yang signifikan
antara ekspresi Her-2/neu dengan derajat histopatologi. Penelitian da Cruz et al. melaporkan bahwa
overekspresi Her-2/neu berhubungan dengan skor Gleason yang lebih tinggi (p=0,043) [11], demikian
juga dengan Zhang et al. (p = 0,049)[10]. Namun berbeda dengan penelitian yang dilakukan Tambo et al.
tidak menemukan hubungan yang signifikan antara ekspresi Her-2/neu dengan derajat histopatologi (p =
0,190) [15]. Hasil yang berbeda ini kemungkinan karena jumlah sampel yang sedikit seperti pada
penelitian ini.

Simpulan

Adenokarsinoma prostat terbanyak ditemukan pada derajat histopatologi poorly differentiated/
undifferentiated (skor Gleason 8-10) dan sebagian besar ekpresi Her-2/neu positif. Adenokarsinoma
prostat dengan derajat yang lebih buruk memiliki kecenderungan memiliki ekspresi Her-2/neu yang
positif.
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** Bagian Penyakit Dalam Rumah Sakit Umum M.Jamil Padang

ABSTRAK

Diabetes Melitus tipe 2 (DM tipe 2) adalah penyakit degeneratif yang merupakan masalah
kesehatan di Indonesia dan di Dunia. Hal ini disebabkan karena terjadinya peningkatan kasus dari tahun
ke tahun. Peningkatan kemakmuran, perubahan pola makan dan kurangnya aktifitas fisik merupakan
penyebab terjadinya peningkatan penderita DM tipe 2. DM tipe 2 ditandai oleh hiperglikemia yang tidak
terkendali (glukotoksisitas). Ketidakterkendalian kadar gula darah berdasarkan kadar HbAlc (>7%) yang
menyebabkan kelainan vaskuler, baik mikro ataupun makrovaskuler, kerusakan jaringan, Insulin
Resistenance dan beta cell disfunction. Tingginya glukosa intrasel dan produksi superokside mitokondria
yang berlebihan akan menimbulkan DNA damage. aktivasi Poly ADP Ribosa Polymerase (PARP),
inhibisi Glyceraldehide-3 Phospate Dehidrogenase(GAPDH). Ekspresi beberapa molekul Intracelluler
Adhesive Molecules-1(ICAM-1) dan NO. Proses ini berujung pada disfungsi endotel. Inhibisi GAPDH
akan menimbulkan mekanisme reaksi komplikasi pada DM tipe 2, yaitu Polyol pathway, aktivasi PKC
(via DAQG), peningkatan hexosamine pathway flux.

Telah dilakukan penelitian observasional dengan pendekatan cross sectional study comparative
pada penderita DM tipe 2 dengan usia 30-60 tahun. Sampel penelitian sebanyak 70 orang. Pemeriksaan
glukosa darah dengan metode enzimatis dan HbAlc dengan teknik variant hemoglobin testing system.
Pemeriksaan ICAM-1 dengan teknik Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Analisis data
menggunakan ¢-test dan chi-square.

Hasil penelitian didapat Rerata kadar ICAM-1 pada kelompok DM tipe 2 adalah 670,93 +
192,44 ng/ml dan pada kelompok Non DM adalah 360,01 £+ 137,56 ng/ml.

Rerata kadar HbAlc pada kelompok DM tipe 2 adalah 11,19%. Pada kelompok non DM rerata
kadar HbAlc adalah 6,02%. Terdapat perbedaan yang bermakna rerata kadar HbAlc antara kelompok
DM tipe 2 dengan kelompok Non DM pada p <0,001.

Didapat korelasi kuat (r = 0,66) antara kadar HbAlc dengan kadar ICAM-1 (p<0,001) pada
penderita DM tipe 2

Kata kunci: DM tipe 2, HbAlc, ICAM-1

Pendahuluan

Diabetes melitus (DM) merupakan penyakit degeneratif yang merupakan masalah kesehatan di
Indonesia dan di Dunia pada masa sekarang dan masa yang akan datang. Hal ini disebabkan karena
jumlah penderitanya selalu meningkat dari tahun ke tahun. Prevalensi DM untuk semua kelompok usia di
seluruh dunia diperkirakan 2,8 % pada tahun 2000 dan naik menjadi 4,4% pada tahun 2030. Jumlah
penderita DM diproyeksikan meningkat dari 171 juta pada tahun 2000 menjadi 366 juta pada tahun 2030.
Di Indonesia, diperkirakan jumlah penderita DM pada tahun 2000 sebanyak 8,4 juta orang dan akan
meningkat menjadi 21,3 juta pada tahun 2030. Di Sumatera Barat diperkirakan 1,5% dari jumlah total
penduduk menderita DM. Sedikitnya, ada 314 kasus DM ditemukan setiap bulan. Umumnya didominasi
pasien berumur 50 tahun ke atas. '
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Peningkatan kasus Diabetes Melitus tipe 2 (DMT2) disebabkan oleh Faktor genetik, perubahan
pola makan yaitu makan makanan dengan karbohidrat dan lemak yang tinggi, kurangnya aktifitas fisik
sehingga menimbulkan obese dan hipertensi. DMT2 ditandai oleh hiperglikemia yaitu kadar glukosa
darah yang tidak terkendali (glukotoxiciti) yang menyebabkan kelainan vaskuler, baik mikro ataupun
makrovaskuler, kerusakan jaringan. Insulin Resistenance dan beta cell disfunction®

Secara etiologis, DM tipe 2 disebabkan oleh kegagalan sekresi insulin oleh sel beta pankreas
dan resistensi insulin ditingkat perifer yang merupakan defek genetik yang dibawa sejak lahir. Dalam
perjalanan penyakit, bahwa faktor etiologi ini memegang peranan penting dalam menimbulkan terjadinya
lonjakan kadar glukosa darah yang nantinya akan menimbulkan kerusakan jaringan yang berawal dari
kerusakan pembuluh darah *

Peningkatan glukosa secara endogen, akan menyebabkan metabolisme meningkat, sehingga
mitokondria akan menghasilkan superoksida (O2) berlebihan akan meningkatkan stress oksidatif
berakibat buruk pada mitokondria dan DNA, sehingga terjadi kerusakan DNA, hal ini akan mengaktitkan
enzim Poly ADP-Ribosa Polymerase (PARP). Aktivasi enzim PARP akan menginhibisi kerja enzim
glyceraldehide-3-Phosphat dehydrogenase (GAPDH) suatu enzim yang sangat penting dalam proses
glikolisis intasel. Gangguan ini akan mengakibatkan proses glikolisis mencari jalan hulu malalui polyol
pathway, glikasi protein, hexosamin pathway, Aktivasi PKC(melalui DAG) akibat peningkatan glukosa
intrasel menyebabkan peningkatan sintesis diacyl glyserol(DAG) yang mengakibatkan peningkatan
ekspresi PKC dalam sel yang pada gilirannya merubah berbagai ekspresi gen yang secara keseluruhan
merusak pembuluh darah >’

Aktivasi PKC pada sel endotel akan mengakibatkan meningkatnya permeabilitas dari dinding
pembuluh darah terhadap protein terutama albumin dan komponen seluler lainnya. Pengaruh dari
hiperglikemia terhadap endotel pembuluh darah adalah berupa peningkatan ekspresi molekul intracelluler
adhesive molecules-1 (ICAM-1) dan juga vascular adhesive molecules-1 (VCAM-1). Hal ini dikenal
sebagai molekul yang mengawali aterogenesis ®

Penelitian ini merupakan observasional dengan pendekatan cross sectional study comparative pada
penderita DM tipe 2 dengan usia 30-60 tahun. Penelitian ini bertujuan untuk mengkaji hubungan antara
kadar HbAlc dengan kadar ICAM-1 pada penderita DM tipe 2 Sampel penelitian sebanyak 70 orang.
Pemeriksaan glukosa darah dengan metode enzimatis dan HbAlc dengan teknik variant hemoglobin
testing system. Pemeriksaan kadar ICAM-1 dengan teknik Enzyme Linked Assay (ELISA).Analisis data
menggunakan t-test dan chi-square.

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian observasional dengan pendekatan cross sectional study
comparative dimana variabel dependen dan indenpenden diperiksa dalam waktu yang bersamaan.
Lokasi penelitian dilakukan di 1) Bagian Penyakit Dalam RSUP M.Djamil Padang. , 2)
Laboratorium biomedik Fakultas Kedokteran Unand dan 3) Bagian Biokimia Fakultas
Populasi penelitian adalah seluruh Penderita DM tipe 2 yang mempunyai kadar gula darah post
prandial > 200 mg/dl yang dirawat di Bagian Penyakit Dalam RSUP M Djamil Padang .
Jumlah sampel diambil dengan menggunakan rumus: '
nl=n2=272.P.Q/d (14)
nl =n2=(1,96)2x0,1x0,9/(0,1) 2
nl =n2 =35
Jumlah sampel minimal pada setiap kelompok adalah 35 orang
Objek penelitian adalah penderita DM tipe 2 yang tidak terkontrol yang mempunyai kadar gula
darah post prandial > 200 mg/dl dan kadar HbA1C > 7 %.
Kriteria inklusi a)Bersedia menanda tangani Inform Concent, b). Umur berkisar antara 30 s/d 60
tahun.Kriteria ekslusi,terdapat beberapa keadaan dimana subjek yang meskipun telah memenubhi kriteria,
tetapi tidak dapat dimasukkan kedalam penelitian,diantaranya:a)Menderita penyakit kronis lainnya seperti
penyakit hati,ginjal atau paru kronis
Variabel independen adalah Kadar gula darah dan Variabel dependen adalah Aktivitas PARP
Bahan penelitian :KIT Reagen Glukosa, BioRad Ca,USA, KIT Reagen HbA1C , variant hemoglobin
testing system keluaran Bio-Rad Ca, USA, KIT Reagen PARP, keluaran. TACS-Shapire is atrademark
of trevigen, Inc.
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Tabel 1. Karakteristik Subjek Penelitian

Karakteristik subjek DM tipe 2 Non DM

penelitian Rerata + SD Rerata + SD p
Umur (tahun) 51,66 += 5,06 49,77 5,27 0,13
IMT (kg/m2) 25,00+ 2,31 24,21 £ 2,69 0,19
Guladarah

puasa (mg/dl) 191,60+ 35,47 93,37 +7,18 <0,001
Gula darah 2 jam PP

(mg/dl) 367,77+ 70,68 125,06+ 16,01 <0,001
HbAlc(%) 11,19 £2,04 6,02 + 0,56 <0,001

Distribusi Penderita DM tipe 2 dan non DM berdasarkan Kadar HbAlc

Dari tabel 1 dapat dilihat bahwa rerata kadar HbAlc pada kelompok DM tipe 2 adalah 11,19%.
Pada kelompok non DM rerata kadar HbAlc adalah 6,02%. Terdapat perbedaan yang bermakna rerata

kadar HbAlc antara kelompok DM tipe 2 dengan kelompok Non DM pada p <0,001.

Tabel 2 Rereta Kadar ICAM-1 pada kelompok DM tipe 2 dan Non DM

Kelompok n Kadar ICAM-1(ng/ml) p
Rerata = SD

DM tipe 2 35 670,93 £ 192,44 <0,001

Non DM 35 360,01 = 137,56

Pada tabel 2 Rerata kadar ICAM-1 pada kelompok DM tipe 2 adalah 670,93 ng/ml +192,44. Pada
kelompok Non DM kadar rerata ICAM-1 adalah 360,56 ng/ml £137,56. Terdapat perbedaan yang

bermakna rerata kadar ICAM-1 pada kelompok DM tipe 2 dan Non DM (p< 0,001).

Hubungan antara kadar HbAlc dengan kadar ICAM-1 pada penderita DM tipe 2 dapat dilihat pada

gambar 1
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Gambar 1 Hubungan Kadar HbAlc dengan kadar ICAM-1 pada Kelompok Penelitian

Pada gambar 1 didapat korelasi kuat (r = 0,66) antara kadar HbAlc dengan kadar ICAM-1 (p<0,001).

Rerata kadar HbAlc (tabel 1) pada kelompok DM tipe 2 adalah 11,19%. Pada kelompok non DM rerata
kadar HbAlc adalah 6,02%. Terdapat perbedaan yang bermakna rerata kadar HbAlc antara kelompok
DM tipe 2 dengan kelompok Non DM pada p <0,001. Tingginya kadar HbAlc pada kelompok DM tipe 2
menunjukkan ketidakterkendalian glukosa pada 3 bulan terakhir, sesuai dengan umur eritrosit. Semakin
tinggi kadar glukosa darah akan semakin cepat HbAlc terbentuk, yang mengakibatkan tingginya kadar
HbAlc. HbAlc suatu pemeriksaan terbaik untuk menilai risiko terhadap kerusakan jaringan yang
disebabkan oleh tingginya kadar glukosa darah. Interval nilai normal HbAlc adalah 4 - 5,9%. The
International Diabetes Federation and American College of Endocrinology merekomendasikan nilai
HbAlc dibawah 6,5%, sementara American Diabetes Association merekomendasikan nilai HbAlc
dibawah 7,0% untuk sebagian besar pasien. Nilai HbAlc yang tinggi menggambarkan kontrol gula yang
tidak terkontrol dengan baik. Peningkatan gula darah yang persisten meningkatkan risiko komplikasi
vaskuler jangka panjang seperti penyakit jantung koroner, serangan jantung, strok, gagal jantung, gagal
ginjal, kebutaan, disfungsi ereksi, neoropati dan ganggren.

Dari hasil penelitian seperti tabel 2 Didapatkan rerata kadar ICAM-1 pada kelompok DM tipe 2
adalah 670,93 + 192,44 ng/ml dan pada kelompok non DM adalah 360,01 + 137,56 ng/ml. Kadar ICAM-
1 pada kelompok DM tipe 2 lebih besar dibanding kelompok non DM. Kadar ICAM-1 meningkat 1,8 kali
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dibanding kelompok non DM. Terdapat perbedaan yang bermakna (p<0,001) kadar ICAM-1 antara
kelompok DM tipe 2 dengan kelompok non DM .

Hasil penelitian ini hampir sama dengan yang dilaporkan oleh Papanas ef al., 2006 dimana
pemberian gliclazide selama 6 bulan pada pasien DM tipe 2 menurunkan kadar ICAM-1 secara siqnifikan
dari 623,12 + 61,17 ng/ml menjadi 370,14 £ 49,92 ng/ml (p = 0,01)

Peningkatan kadar ICAM-1 pada kelompok DM tipe 2 disebabkan karena kerusakan vaskuler
yang terjadi akibat superokside yang berlebihan pada penderita DM tipe 2. Superokside yang berlebihan
di mitokondria akan merusak DNA’ kerusakan DNA akan mengaktivasi PARP Aktivasi PARP
menyebabkan inhibisi GAPDH, dan terjadilah aktivasi PKC. Meningkatnya aktivitas PKC berpengaruh
terhadap peningkatan ekspresi ICAM-1. Seperti pada grafik 5 terlihat bahwa peningkatan PARP akan
menyebabkan meningkatnya kadar ICAM-1 . Ekspresi ICAM-1 yang meningkat pada kelompok DM
tipe 2 diawali oleh tingginya kadar glukosa secara kronis berhubungan dengan terjadinya kerusakan
jaringan tubuh akibat lonjakan glukosa secara berulang setelah mengkosumsi makanan. Permasalahan
yang timbul pada DM tipe 2 adalah kelainan vaskuler, baik mikro maupun makro vaskuler, kemudian
berlanjut menjadi kerusakan jaringan, kerusakan sel beta pankreas sehingga menyebabkan rendahnya
sensitivitas jaringan terhadap insulin (IR). Kelainan ini erat hubungannya dengan ketidak keterkendalian
kadar glukosa darah.”®'

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian, maka dapat diambil suatu kesimpulan sebagai berikut
Terdapat hubungan secara siknifikan antara rerata kadar HbAlc dengan kadar ICAM-1 pada penderita
DM tipe 2
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Concentration of TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) in Hepatitis Leukocyte Cells

Endang Purwaningsih, Tripanjiasih Susmiarsih, Yenni Zulhamidah, Achmad Sofwan
Anatomy Department, Faculty of Medicine, Y ARSI University, Jakarta
ending.purwaningsih@yarsi.ac.id

Abstract

Hepeatitis is a disease that attacks the human liver which causes inflammation, which makes the liver function
disturbed. Telomere length and telomerase activity in chronic liver disease and hepatocarcinoma correlate with
disease severity Telomerase is an enzyme that protects telomere length, which consists of two subunits, one of
which is TERT. (Telomerase Reverse Transcriptase)
The purpose of this research is to find out, the concentration of TERT in leukocyte cells with hepatitis. The
research method is descriptive with case control study. Blood samples are taken from hepatitis patients from
Pratama Prof Qomariyah Clinic numbered 28 people including 11 men and 17 women. As control, there were
25 employees of YARSI University including 21 men and 4 women. The measurement of the TERT
concentration used the 450nm wavelength ELISA method. The results showed that the concentration of TERT
(pg / mL) in patients with hepatitis amounted to 50,400 £ 20,0037 while normal individuals were 44,0120 +
27,9511. The concentrations of TERT between the sexes were in hepatitite men and hepatitis women
respectively 52.55 46 + 24.7950 and 40.0059 + 17.0327. It was concluded that the telomerase concentration of
the TERT sub unit in hepatitis sufferers was slightly higher than in normal individuals, both men and women.

Key words: hepatitis, leukocytes, TERF2, ELISA

Pendahuluan
Penyakit hepatitis telah menjadi masalah kesehatan di dunia. Penderita hepatitis memiliki

abnormalitas telomer, berupa mutasi gen telomerase dan pemendekan telomer. Panjang telomedalam sel/
jaringan hati sirosis lebih pendek dari panjang telomer dalam 23jaringan hati normal. Penelitian selanjutnya
menegaskan bahwa panjang telomer berkorelasi dengan tingkat keparahan penyakit hati ini (Carulli and
Anvizino, 2014). ¢

Telomer yang merupakan sekuen DNA di ujung kromosom terdiri dari urutan nukleotida yang sangat
spesifik, yang pada manusia urutannya adalah TTAGGG yang berulang ratusan bahkan ribuan kali, sehingga
rumus umum struktur nukleotida telomer adalah (TTAGGG)n. Pada manusia terdapat 2.000 pengulangan pada
unit dasarnya. Jumlah pengulangan nukleotida pun berbeda dalam satu organisme pada jenis sel yang berbeda
(Artandi and DePinho, 2010; Hu ef al., 2010) .

Telomerase adalah enzim rbonukleotida yang mensintesis urutan ulangan pada telomere untuk
menggantikan nukleotida yang hilang pada saat replikasi DNA ( Enzim telomerase ini akan membuat rantai
DNA tambahan yang terdiri dari urutan nukleotida berulang Penambahan ututan nukeleo tida ini terjadi
sebelum replikasi berlangsung sehingga ujung kromosom akan memiliki panjang telomere yang sama dengan
inangnya
Telomerase terdiri atas dua subunit , yaitu Telomerase Reverse Transcriptase (TERT) dan Telomeric RNA
component (TERC). Aktivitas telomerase dihasilkan oleh ekspresi berhubungan dengan peningkatan RNA
TERT. Adanya gangguan pada TERT atau TERCdapat mengakibatkan aktivitas telomerasemenurun atau
meningkat (artandi, 2006; Lipinska et al, 2013)

Bahan dan Metode

Bahan penelitian adalah sampel darah dari pasien hepatitis dari Klinik Pratama Prof Qomariyah di Jakarta
Selatan.Pengambilan sampel dilakukan dengan teknik quota sampling dengan mengambil sampel seluruh
pasien yang terdiagnosis hepatitis pada saat penelitian berlangsung. Penentuan diagnosis berdasarkan hasil
anamnesa yaitu lems, lekas lelah, kurang nafsu makan, mual kadang-kadang muntah, mempunyai riwayat
sakit kuning atau kencing warna air teh atau mata kuning. Hasil pemeriksaan laboratorium yaitu nilai SGOT
dan SGPT diatas normal, SGOT > 37 /L dan SGPT > 42 p/L diatas normal. Kasus adalah penderita hepatitis
dan kontrol adalah subjek yang sehat.

Sampel hepatitis berjumlah 28 orang, meliputi 11 laki-laki dan 17 perempuan (kisaran usia 40-60 tahun).
Sebagai kontrol adalah adalah karyawan Universitas YARSI sehat berjumlah 25 orang meliputi 21
karyawanlaki-laki dan 4 karyawan perempuan (kisaran usia 40-60 tahun). Sehubungan dengan keterbatasan
dalam hal memperoleh kelompok sampel hepatitis dan kelompok kontrol maka pada penelitian ini jenis
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hepatitis tidak dibedakan. Sampel berupa darah vena (10 mL) yang dimasukkan dalam tabung yang
mengandung EDTA.

Pengukuran Konsentrasi TERTt
Pengukuran konsentrasi protein Telomerase Reverse Transcriptase (TERT) dilakukan dengan metode ELISA
kit dengan panjang gelombang 450 nm (Cat. No. SEF384Hu, USCN Life Science Int.).

Hasil dan Pembahasan

Hasil penelitian menunjukkan konsentrasi TERT (pg/mL) pada penderita hepatitis sebesar 50,400 +

20,0037 sendangkan individu normal sebesar 44,0120 + 27,9511. Konsentrasi TERT pada kedua jenis kelamin
adalah masing-masing sebesar 52,55 46 + 24,7950 pada hepatitis laki-laki dan 40,0059 + 17,0327.pada
hepatitis perempuan.(Tabel 1)
Hasil tersebut menunjukkan, bahwa konsentrasi TERT (pg/mL) pada penederita hepatitis sedikit lebih tinggi
dibandingkan bukan penerita hepatitis baik laki-laki maupun peremperempuan. Akan tetapi secara statistic
tidak bermakna (p> 0,05). Demikian pula konsentrasi TERT antara penderita hepatitis laki-laki dengan
penderita hepatitis perempuan, (p> 0,05)

Peningkatan aktivitas telomerase khususnya TERT kemungkinan berhubungan dengan hasil penelitian
sebelumnya oleh Purwaningsih ddk, tahun 2017 dan Purwaningsih dkk (2018) . Dilaporkan, bahwa panjang
telomer penderita hepatititis lebih pendek daripada indivividu bukan penderita hepatitis (Purwaningsih dkk,
2017). Selain itu konsentrasi Reactive Oxygen Species (ROS) dan Malondialdehyde (MDA) pada sel leukosit
penderita hepatts lebih tinggi dibandingkan individu normal (Purwaningsih dkk, 2018) Oksidative stress pada
penderita hepatititis yang lebih tinggi ini dapat di tanggulangi dengan pemberian anti oksidan (Ciragil et al,
2011) Penderita Hepatitis memiliki abnormalitas telomer, berupa mutasi gen telomerase dan pemendekan
telomer. Panjang telomer dalam sel/ jaringan hati penderita sirosis lebih pendek daripada panjang telomer
dalam jaringan hati normal. Penelitian selanjutnya menegaskan bahwa panjang telomer berkorelasi dengan
tingkat keparahan penyakit hati (Carulli and Anvizino, 2014).

Peningkatan ROS akan meningkatkan fungsi telomerase sebagai, pengatur panjang telomer, yang akan
mensintesis untai DNA telomer dan sintesis DNA telomere akan mengalami gangguan atau tidak berjalan
secara maksimal. Adanya gangguan fungsi telomerase akan menyebabkan panjang telomer pada penderita
hepatitis lebih pendek dibnadingkan individu normal.

Terjadinya mutasi pada gen promotor TERT pada penderita hepattis B dapat berhubungan dengan kejadian
hepato karsinoma, karena dapat memicu kejadian karsinogenesis di hati (Cevik et al, 2015). Hepatokarsinoma
menempati urutan ke enam terbanyak di dunia dan menempati urutan ke tiga penyebab kematian di China.
(Yang et al, 2016), Selanjutnya dilaporkan juga, bahwa ekspresi TERT pada penderita hepatitis kronis lebih
tinggi dibandingkan bukan penderita, tetapi masih relatif lebih kecil dibandingkan pada hepato karsinoma.
Dilaporkan, bahwa mRNA TERT dapat juga digunakan sebagai penanda tumor untuk deteksi awal kejadian
hepato karsinoma (Ahmed et al, 2014; Satra et al, 2007)

Kesimpulan
Konsentrasi TERT pada sel leukosit penderita hepatitis sedikit lebih tinggi dibandingkan pada individu normal
dan tidak menunjukkan perbedaan konsentrasi TERT penderita hepatitis antara kedua jenis kelamin.

Ucapan Terima kasih

Penulis mengucapkan banyak terima kasih kepada Direktorat Jendral Dikti melalui dana penelitian
Desentralisasi Riset Unggulan Perguruan Tiinggi atas bantuan biaya untuk terselenggaranya penelitian ini dan
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Lampiran
Tabel 1 Konsentrasi TERT pada penderita hepatitis

Kelompok Hepatitis Kelompok Kontrol
93
Ulangan = Il:::«z,mpuan (p/mL)
Laki-laki Laki-laki Perempuan
1 67.6 91.5 29.6 40.9
2 41.3 45.9 34.4 32.4
3 67.1 511 53.3 35.2
4 60.3 67.0 34.0 22.3
5 110.0 65.3 45.5
6 40.9 53.7 43.8
7 27.3 40.1 41.3
8 34.8 67.6 45.1
9 23.1 50.2 22.7
10 64.4 37.6 36.4
11 41.3 40.5 48.5
12 37.2 19.3
13 40.5 27.3
14 19.0 42.2
15 36.8 28.0
16 32.8 54.6
17 56.3 33.2
18 165.0
19 56.8
20 72.1
21 36.4
Mean 52,5545 49,0059 49,1667 32,7000
SD 24,7950 17,0237 29,9661 7m78333
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Abstrak

Pendahuluan: Insiden kanker payudara pada wanita di Negara di Asia Pasifik meningkat dengan sangat cepat
sejak tahun 1990 dan telah dilaporkan delapan kali lebih tinggi dari rata-rata peningkatan di seluruh dunia,
khususnya di Asia. Selain angka kejadian yang tinggi, kanker payudara juga menyumbang angka kematian
yang tinggi. Cina merupakan negara yang paling tinggi angka kematiannya dari seluruh wilayah di Asia
Pasifik, selanjutnya yaitu Indonesia dan Jepang. Faktor prognosis yang berperan pada kanker payudara selain
usia adalah grade histologi, status kelenjar getah bening (KGB) dan stadium. Selain itu terdapat biomarker
yang berperan pada prognosis yaitu ekspresi Akt dan mTOR terutama pada kanker payudara dengan ekspresi
Her-2 positif. Penelitian ini dilakukan untuk menilai hubungan ekspresi Akt dan mTOR dengan faktor
prognosis klinis pada kanker payudara dengan ekspresi Her-2 positif.

Metode: Penelitian ini menggunakan desain cross sectional, menggunakan 62 blok paraffin dari pasien kanker
payudara Her-2 positif yang telah menjalani operasi di beberapa rumah sakit di Padang, Sumatera Barat. Data
klinis didapatkan dari Cancer Registry Padang. Ekspresi Akt dan mTOR dipulas dengan metode
imunohistokimia dan dinilai dengan menggunakan immunoreactive score (IRS).

Hasil: ekspresi Akt tidak berhubungan dengan grade histologi, status KGB dan stadium kanker payudara
HER-2 positif (nilai p: 0,65, 0,29 dan 0,17) dan ekspresi Akt tidak berhubungan dengan grade, status KGB
dan stadium kanker payudara HER-2 positif (nilai p: 0,84, 0,93 dan 0,54)

Simpulan: Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi Akt dan mTOR pada kanker payudara Her-2
positif tidak berhubungan dengan grade histologi, metastasis KGB dan stadium kanker payudara Her-2 positif
sehingga tidak dapat digunakan sebagai penanda prognosis kanker payudara Her-2 positif.

Kata kunci: Akt, mTOR, prognosis, kanker payudara Her-2 positif

Abstract

Objective: Breast cancer incidence in Asia Pacific region increasing rapidly since 1990 and reported to be up
to eight times higher than the world average. Breast cancer mortality were increasing rapidly China is the
country with the highest mortality rate of all regions in the Asia Pacific followed by Indonesia and Japan.
Prognostic factors that play a role in breast cancer are age, histological grade, lymph nodes status, and stage.
In addition, biomarkers that play a role in prognosis of HER -2 positive breast cancer are Akt and mTOR. This
study was conducted to determine the association of Akt and mTOR expression with clinical prognostic
factors of Her-2 positive breast cancer. Methodes: this is a cross sectional study using 62 formalin fixed
paraffin embedded (FFPE) tissue of HER-2 positive breast cancer patients who had undergone surgery in
several hospitals in Padang, West Sumatera. Clinical data were conducted by Padang Cancer Registry. The
expression of Akt and mTOR investigated with immunohistochemical methods using immunoreactive score
(IRS). Result: There was no association of Akt expression to histological grade, lymph node status and
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staging (p values: 0.65, 0.29 and 0.17). mTOR expression was not related to grade, lymphnode status and
stage (p values: 0.84, 0.93 and 0.54). Conclusion: The results of this study indicate that Akt and mTOR
expression in Her-2 positive breast cancer are not associated with histology grade, lymph node status and
stage. This is indicated that Akt and mTOR expression cannot be used as a prognostic factor in Her-2 positive
breast cancer

Keywords : Akt, mTOR, prognosis, Her-2 positive breast cancer

PENDAHULUAN

Kanker payudara adalah tumor ganas yang paling sering ditemukan pada wanita di seluruh dunia, yaitu 18%
dari semua kasus kanker pada tahun 2012 [1]. Data World Health Organization (WHO) menunjukkan kejadian
kanker mencapai 6,3 juta pada akhir 2012 yang tersebar di 140 negara [2]. Di Indonesia, insiden kanker
payudara wanita adalah 40,1/100.000 populasi [1,3]. Insiden kanker payudara Her-2 positif lebih tinggi di
Asia daripada di negara-negara Barat [4]. Di Cina Her-2 positif adalah yang paling sering dari semua subtipe
kanker payudara, berkisar antara 25-28% [5,6]. Di Indonesia, kejadian kanker payudara Her-2 positif adalah
17,5 -27,7% [7-8]. Angka kejadian kanker payudara yang tinggi dan memiliki perilaku agresif di Asia menjadi
perhatian pada penelitian ini. Kanker payudara

Her-2 positif dapat kambuh setelah satu tahun pengobatan dan memiliki prognosis yang buruk dibandingkan
dengan jika Her-2 negatif [9]. Her-2 adalah reseptor transmembran tirosin kinase yang mengatur pertumbuhan
dan proliferasi sel. Faktor prognostik untuk kekambuhan kanker payudara Her-2 positif terdiri atas
karakteristik klinis (ukuran tumor, grade histologi, status kelenjar getah bening dan stadium kanker) [9].
Namun, saat ini hanya sedikit yang kita diketahui tentang karakteristik klinik dan biomarker pada kanker
payudara positif Her-2 di Indonesia. Phophatidylinositol-3 kinase (PI3K) adalah protein kinase yang
mempengaruhi banyak hal dalam onkogenesis, proliferasi, epithelial mesenchymal tranformation (EMT),
survival, motilitas dan angiogenesis, termasuk respon terhadap pengobatan. Perubahan jalur PI3K / Akt /
mTOR sering terdeteksi pada berbagai tumor. Pada kanker payudara Her-2 positif, ekspresi Akt dan mTOR
menginduksi pertumbuhan sel tumor yang cepat. Penelitian sebelumnya menunjukkan peningkatan ekspresi
Akt dan mTOR berhubungan dengan grade histologi, status kelenjar getah bening dan stadium kanker
payudara Her-2 positif [10]. Penelitian ini dilakukan untuk mengidentifikasi hubungan ekspresi Akt dan
mTOR dengan faktor prognosis klinis kanker payudara Her-2 positif.

BAHAN DAN METODE

Penelitian ini dirancang sebagai penelitian cross sectional yang berasal dari 62 blok paraffin dan didiagnosis
dengan karsinoma payudara invasif dari beberapa Rumah Sakit di kota Padang mulai dari 2013 hingga 2018.
Pemeriksaan rutin Her-2 untuk menentukan subtipe dilakukan di laboratorium Patologi Anatomi Rumah Sakit
Dr. Hasan Sadikin, Bandung. Sampel dipilih menggunakan metode consecutive sampling. Sampel yang
mengandung spesimen kecil dikeluarkan dari penelitian ini.

Antibody yang digunakan untuk mendeteksi Akt dan mTOR secara imunohistokimia pada penelitian ini yaitu
antibody anti-Akt (Genetex, GTX28805, pengenceran 1:100) dan antibodi anti-mTOR (Genetex, GTX101557,
pengenceran 1: 100), yang dilakukan pada 62 kasus slide dilakukan dengan 4 pm pada slide yang dilapisi oleh
poli L-lisin dan inkubasi antibodi primer dilakukan pada suhu 4°C. Reaksi diamplifikasi menggunakan
Novolin kit (Novocastra) dan kromogen 3,3'-diaminobenzidine (DAB). Ekspresi Akt dan mTOR dinilai dalam
sitoplasma dan/atau membran sel tumor secara semikuantitatif dengan mengalikan persentase sel positif dan
intensitas pewarnaan sehingga diperoleh skor skor immunoreactive score (IRS). Intensitas pewarnaan dibagi
menjadi 0: negatif, 1: positif lemah, 2: positif sedang dan 3: positif kuat. Persentase sel positif dibagi menjadi
1: 0 - tidak ada sel positif, 1: <20% sel positif, 2: 21-50% sel positif, 3: 51% -80% sel positif, 4:> 80% sel
positif. Skor ekspresi didapatkan mulai dari 0 hingga 12 untuk Akt dan mTOR pada setiap sampel. Skor
berkisar antara 0 dan 1 dinilai negatif dan skor 2 sampai dengan 12 menunjukkan ekspresi positif. Analisis
statistik dilakukan dengan menggunakan SPSS 20.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Subyek penelitian ini berusia antara 27 tahun hingga 69 tahun, dengan median usia 50 tahun. Jenis histologi
yang paling sering adalah invasive ductal carcinoma of no special type (IDC) yaitu 51 (82,3%) sampel. IDC
merupakan jenis kanker payudara yang paling sering yaitu sekitar 40-75% dari semua kanker payudara invasif
[11] IDC umumnya bervariasi dalam hal morfologi dan karakteristik klinis, seperti ukuran tumor, grade
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histologi, proporsi relatif sel tumor dan stroma. Berdasarkan klasifikasi stadium dari Tumor, Nodule dan
Metastasis (TNM) staging, sebagian besar sampel berada pada stadium lanjut seperti yang juga ditemukan
dalam penelitian lain [10,12].

Protein Akt juga dikenal sebagai protein kinase B, adalah protein kinase serin / treonin yang diaktifkan oleh
rangsangan melalui reseptor faktor pertumbuhan, termasuk Her-2 [13]. Keluarga Akt adalah anggota keluarga
onkogen yang terlibat dalam tumorigenesis. Jalur pensinyalan Akt memainkan peran penting dalam sel dengan
menghubungkan proses fisiologis seluler normal seperti metabolisme glukosa, pertumbuhan sel, sintesis
protein, kontrol siklus sel, kelangsungan hidup dan apoptosis sel, migrasi sel dan angiogenesis [14]. Dari
penelitian in vitro diketahui bahwa induksi survival sel oleh isoform Akt mempengaruhi sinyal yang
dipengaruhi Her-2. Akt berhubungan dengan ekspresi Her-2 yang tinggi pada cel/ line kanker payudara [15]
Pada penelitian ini ekpresi Akt positif ditemukan pada 35,5% kanker payudara Her-2 positif, lebih tinggi
daripada penelitian Lerma et al., yang mendapatkan Akt positif sebanyak 28% dibandingkan dengan pasien
kanker payudara tanpa ekspresi Akt [16], namun hal ini tidak dilakukan pada penelitian kami.

Karakteristik Klinikopatologi Dan Biomarker Pada Kanker Payudara Her -2 Positif

Tabel 1. Karakteristik klinis dari 62 sampel penelitian dengan ekspresi Akt dan mTOR pada kanker payudara
Her-2 positif

Ekpresi Akt Ekspresi mTOR
Positif Negatif p Positif Negatif p
22 (35,5%) 40 (64,5%) 28 (45,2%) 34 (54,8%)
Usia ok
>50 9 25 15 19
<50 13 15 0,10 13 15 0.8
Tipe histologi
IDC 20 31 22 29
Non IDC 2 9 0,19 6 5 0,49
Grade histologi
Tinggi 21 37 26 32
Rendah 1 3 0,65 2 2 0,84
Nodul KGB
>5 3 10 6 7
<5 19 30 0.29 2 27 0.93
Stadium
Lanjut 15 20 17 18
Dini 7 20 0,17 11 16 0,54
Singkatan: Ekspresi Akt dan mTOR positif yaitu IRS 2. Stadium lanjut yaitu
IIIB. Grade histologi tinggi yaitu 2. Tipe histopatologi : invasive ductal carcinoma

of no special type (IDC), non IDC (invasive lobular carcinoma, papillary carcinoma). Nilai p bermakna jika
<0,05

Penelitian ini tidak menemukan hubungan antara Akt dengan grade histologi, status KGB dan stadium.
Temuan ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Liu et al, yang menyatakan bahwa Akt tidak
berhubungan dengan grade histologi dan tipe histologi. Namun pada penelitian Liu et al, ditemukan
hubungan antara ekspresi Akt positif dengan status KGB yang berbeda dengan penelitian ini [13] Metastasis
ke KGB dipengaruhi oleh proses yang kompleks yang membutuhkan regulasi bertahap yaitu disosiasi sel
tumor, angiogenesis tumor primer, intravasasi, survival dan difusi melalui limfatik, adhesi ke dinding organ,
ekstravasasi dan pembentukan fokus metastasis. Status adanya metastasis ke KGB adalah ukuran prognosis
yang independen [17]. Penelitian ini menemukan seluruh sampel telah bermetastasis ke KGB namun KGB
yang terlibat dalam metastasis adalah < 5 KGB yaitu sebanyak 79% sampel. Sedangkan yang ditemukan telah
bermetastasis ke > 5 KGB adalah 21% sampel. Batasan KGB yang terlibat dalam metastasis sangat mungkin
mempengaruhi hal tersebut.

Hasil penelitian yang dilakukan pada sampel stadium dini menunjukkan bahwa ekspresi Akt positif tidak
berhubungan dengan prognosis pasien. Penelitian tersebut juga menyatakan bahwa ekspresi Akt dapat
memberikan efek respon pengobatan yang berbeda pada pasien [13]. Pada penelitian ini sebagian besar pasien
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berada pada stadium lanjut dan ditemukan hasil yang sama dengan penelitian sebelumnya, yaitu tidak adan
hubungan antara ekspresi Akt positif dengan stadium, walaupun penelitian ini dilakukan pada sampel stadium
lanjut. Hal ini menunjukkan bahwa baik sampel pada stadium dini maupun stadium lanjut, ekspresi Akt tidak
memiliki pengaruh pada stadium.

Gambar 1. Ekpresi Akt dan mTOR pada kanker payudara Her-2 positif (A) sitoplasma sel tumor terpulas
coklat dengan antibody Akt (A) dan mTOR (B). Pembesaran 400x.

Selain Akt, komponen penting dari sinyal onkogenik dari jalur PI3K / Akt / mTOR adalah mTOR. Ekspresi
mTOR dapat diinduksi oleh Her-2. Fosforilasi Akt menghasilkan efek penghambatan pada sinyal mTOR yang
menyebabkan peningkatan aktivitas mTOR. mTOR mempromosikan translasi protein, perkembangan siklus
sel dan penyerapan nutrisi serta menyebabkan glikolisis, sehingga dengan demikian menghambat apoptosis.
mTOR memantau ketersediaan nutrisi, sinyal mitosis dan tingkat energi serta kadar oksigen sel. Oleh karena
itu mTOR memiliki peran dalam mengatur pertumbuhan dan proliferasi sel [18,19]. Pada penelitian ini
ekpresi mTOR positif ditemukan pada 45,2% kanker payudara Her-2 positif. Hasil penelitian kami
menunjukkan hal yang berbeda dengan penelitian sebelumnya yang menemukan bahwa ekpresi mTOR
positif berhubungan dengan status KGB20]. Penelitian ini tidak menemukan hubungan antara mTOR
dengan grade histologi, status KGB dan stadium. Namun hal yang sama juga ditemukan pada penelitian yang
dilakukan oleh Ueng et al., [20,21]. Identifikasi nodul KGB sangat penting untuk memberikan prediksi risiko
metastasis jauh, namun pada penelitian ini tidak diperiksa adanya kemungkinan metastasis jauh [17].

Inhibisi terhadap jalur sinyal mTOR saat ini muncul sebagai salah satu pilihan terapi, didukung oleh adanya
penelitian yang menunjukkan bahwa aktivasi mTOR disebabkan salah satunya oleh mutasi PTEN atau
peningkatan ekspresi Akt sehingga menyebabkan sel tumor berespon terhadap inhibitor mTOR dan akhirnya
menjadi perhatian pada beberapa jenis tumor [20]. Namun, penelitian yang menilai hubungan molekul yang
diaktifkan oleh mTOR dan positifitas status KGB serta dampak negatif inhibitor mTOR pada kelangsungan
hidup pasien masih belum memuaskan, karena sampai saat ini belum ada standar untuk menentukan ekspresi
positif dan negatif pada ekspresi mTOR. Hal ini dapat terjadi karena variasi antibodi yang digunakan,
pengenceran antibodi dan cara menilai ekspresi untuk menentukan skor positif. Dalam penelitian ini
penentuan ekspresi positif dan negatif menggunakan IRS menemukan cutoff point 2 dinilai positif , sedangkan
pada penelitian lain sangat bervariasi.

SIMPULAN

Hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi Akt dan mTOR pada kanker payudara Her-2 positif tidak
berhubungan dengan grade histologi, status KGB dan stadium.
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