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RINGKASAN

1. PENDAHULUAN

Sindrom antifosfolipid (antiphospholipid syndrome = APS) merupakan penyakit
autoimun dengan gejala trombosis vena atau arteri, kematian janin berulang, dan
peningkatan kadar antibodi antifosfolipid yang persisten.'- 2 Trombosis vena yang
paling sering ditemukan adalah trombosis vena dalam dan emboli paru.
Trombosis arteri sering terjadi pada pembuluh darah otak yang menimbulkan
transient ischaemic attack dan stroke.> * Trombosis merupakan salah satu
penyebab kematian dan kecacatan. Berdasarkan hasil riset kesehatan dasar,
penyebab kematian terbanyak di Indonesia tahun 2007 adalah stroke (15,4 %).’
Sekitar 80 % penyebab stroke adalah iskemia serebral karena trombosis arteri.’
Antibodi antifosfolipid merupakan faktor risiko terjadinya stroke terutama pada

usia muda (< 40 tahun) dan ditemukan sekitar 18 %.”

Trombosis dipengaruhi oleh beberapa faktor risiko. Faktor risiko trombosis terdiri
dari kelainan bawaan dan didapat. Faktor risiko bawaan berupa defisiensi
antitrombin, defisiensi protein C, defisiensi protein S, dan faktor V Leiden. Faktor
risiko didapat meliputi APS, keganasan, kerusakan jaringan, dan tirah baring yang
lama. Faktor risiko didapat yang paling sering dihubungkan dengan trombosis
adalah APS*

Sindrom antifosfolipid terdiri dari APS primer dan APS sekunder. Sindrom
antifosfolipid primer merupakan APS yang tidak disertai penyakit autoimun lain,
sedangkan APS sekunder ditemukan pada pasien dengan penyakit autoimun
terutama lupus eritematosus sistemik.> ¢ Berdasarkan konsensus internasional di
Sydney tahun 2006 (kriteria Miyakis) ' untuk membuat diagnosis APS adalah
apabila ditemukan paling sedikit satu kriteria klinis dan satu kriteria laboratorium.
Kriteria klinis berupa trombosis vaskular atau morbiditas kehamilan. Kriteria
laboratorium adalah ditemukannya antikoagulan lupus, peningkatan kadar
imunoglobulin (Ig)G dan atau IgM antibodi antikardiolipin (anticardiolipin
antibody = ACA) dengan titer > 40 /gG phospholipid unit (GPL) atau IgM
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phospholipid unit (MPL) atau > 99 percentile, peningkatan kadar IgG dan atau
IgM antibodi anti beta-2 glikoprotein-1 (B2GP;) dengan titer > 99 percentile,
minimal 2 kali pemeriksaan dengan jarak waktu 12 minggu.

Mekanisme patogenesis APS masih belum jelas, tetapi sejumlah hipotesis telah
diusulkan untuk menerangkan mekanisme bagaimana antibodi antifosfolipid
menimbulkan trombosis. Keadaan yang memudahkan terjadinya trombosis
disebut keadaan protrombotik atau disebut juga keadaan hiperkoagulabilitas atau
trombofilia. Keadaan hiperkoagulabilitas terjadi karena gangguan keseimbangan
dalam sistem hemostasis.'" !> Sel endotel berperan penting dalam hemostasis dan

trombosis. "

Antibodi antifosfolipid dianggap berperan penting dalam mekanisme trombosis
karena peningkatan antibodi antifospolipid dalam serum berkorelasi dengan
trombosis.> ' Penelitian Arad dkk."> dengan memakai mencit yang diinjeksi
dengan IgG anti-B,GP; dari pasien APS memperlihatkan terbentuknya trombus
pada pembuluh darah mencit. Danowski dkk.'® memperlihatkan hubungan IgG
anti-BoGP, dengan trombosis vena dan IgM anti-B,GP1 dengan trombosis arteri.
151515 pepelitian Vega-Ostertag dkk.'” meneliti efek 1gG APS pada sel endotel
menyimpulkan antibodi antifosfolipid meningkatkan transkripsi dan fungsi fissue
factor (TF), meningkatkan interleukin (IL)-6, IL-8 dan melibatkan p38 mitogen-
activated protein kinase (MAPK).

Antibodi antifosfolipid terutama berikatan secara langsung dengan phospholipid
binding proteins. Antigen berupa phospholipid binding protein yang terutama
adalah B,GP; dan protrombin. Beta-2glycoprotein-1 merupakan glikoprotein
plasma, 50-kDa. Peran fisiologis P.GP1 masih belum jelas, diduga berperan
dalam klirens sel apoptosis, berikatan dengan oxidized low density lipoprotein,
dan berinteraksi dengan F XI.'"*

Efek antibodi anti-B2GP1 pada sistem koagulasi, antikoagulan alamiah dan sistem
fibrinolisis baru sebagian diketahui. Berdasarkan penelusuran kepustakaan, belum
pernah diteliti efek IgG anti-B>GP) pasien APS yang telah dipurifikasi pada sel
endotel untuk membuktikan peningkatan messenger ribonucleic acid (mRNA)
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plasminogen activator inhibitor-1 (PAl-1) dan penurunan mRNA trombomodulin
dan belum pemnah diteliti efek IgM anti-B.GP: yang telah dipurifikasi pada sel
endotel untuk membuktikan peningkatan mRNA TF, mRNA PAI-1 dan
penurunan mRNA trombomodulin.

1.2. RUMUSAN MASALAH

Berdasarkan latar belakang di atas, masalah pada penelitian ini adalah :

1.

Apakah efek IgG anti-B,GP; pasien APS pada sel endotel akan meningkatkan
mRNA TF dan mRNA PAI-1 ?

. Apakah efek IgG anti-B,GP pasien APS pada sel endotel akan menurunkan

mRNA trombomodulin ?

. Apakah efek IgM anti-B,GP: pasien APS pada sel endotel akan meningkatkan

mRNA TF dan mRNA PAI-1 ?

. Apakah efek IgM anti-B,GP; pasien APS pada sel endotel akan menurunkan

mRNA trombomodulin ?

1.3. HIPOTESIS

1.

IgG anti-B.GP, pasien APS yang dipajankan pada sel endotel akan
meningkatkan mRNA TF dan mRNA PAI-1.

_IgG anti-BGP; pasien APS yang dipajankan pada sel endotel akan

menurunkan mRNA trombomodulin.

. IgM anti-B,GP, pasien APS yang dipajankan pada sel endotel akan

meningkatkan mRNA TF dan mRNA PAI-1.

. IgG anti-B,GP; pasien APS yang dipajankan pada sel endotel akan menurunkan

mRNA trombomodulin.

1.4.TUJUAN PENELITIAN

1.4.1. Tujuan umum

Menganalisis efek protrombotik antibodi anti-B2GP1 pasien APS pada

sel endotel
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1.4.2. Tujuan khusus

1. Menganalisis efek IgG anti-B.GP; pasien APS pada sel endotel dengan kajian
mRNA TF, mRNA trombomodulin dan mRNA PAI-1.

2. Menganalisis efek IgM anti-B,GP; pasien APS pada sel endotel dengan kajian
mRNA TF, mRNA trombomodulin dan mRNA PAI-1.

1.5. Manfaat penelitian

Penelitian ini memberi manfaat sebagai berikut :

1.5.1. Manfaat dalam bidang akademik/ilmiah
Hasil penelitian ini dapat memberikan sumbangan pengetahuan dan
pemahaman tentang efek protrombotik antibodi anti-B.GP; pasien APS pada
sel endotel.

1.5.2 Manfaat dalam pengembangan penelitian
Penelitian ini dapat mendorong pengembangan penelitian eksperimental
tentang mekanisme trombosis pada APS.

1.5.3. Manfaat klinis
Hasil penelitian ini dapat mendorong atau pengembangan obat yang dapat

menghambat efek protrombotik antibodi anti-BGP;.
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2. KERANGKA KONSEP
Antibodi anti-B.GP;
A
Antigen B,GP, Antigen B,GP,
Fosfolipid anionik
Sel endotel
A
Int1 sel
Y
Aktivasi sel endotel
Y N
mRNA TF mRNA trombomodulin mRNA PAI-1
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3. METODE PENELITIAN

Penelitian ini adalah studi eksperimental yang dilakukan di Departemen Patologi
Klinik, Departemen Mikrobiologi dan Departemen Ilmu Penyakit Dalam Fakultas
Kedokteran Universitas Indonesia/Rumah Sakit Ciptomangunkusumo pada bulan
Mei 2012 — Juni 2013. Sampel adalah IgG anti-B2GP1 dan IgM anti-B2GP1
dipurifikasi dari dari serum pasien APS yang memenuhi kriteria Miyakis 2006.
Jumlah sampel IgG antip2GP1 sejumlah 6 dan IgM antiB2GP1 sejumah 6. Kontol
adalah IgG dan IgM yang dipurifikasi darn orang sehat. Masing-masing subjek
menandatangani informed consent. Pemeriksaan IgG anti-p.GP; dan IgM anti-
B2GP; serum dilakukan secara kuantitatif dengan metode ELISA.

Purifikasi IgG dengan metode kromatografi afinitas memakai MAb Trap Kit.
Prinsip kerja purifikasi IgG adalah memisahkan IgG dari komponen lain yang ada
di dalam serum, dengan metode kromatografi afinitas menggunakan kolom berisi
protein G sepharose yang dilekatkan dengan agarose bead. Alat dan reagen yang
digunakan adalah MADb Trap Kit (GE Healthcare, GEE 17112801)."

Purifikasi IgM metode kromatografi afinitas memakai Hi7Trap IghM Purification.
Prinsip kerja purifikasi IgM adalah memisahkan IgM dari komponen lain yang
ada dalam serum, dengan metode kromatografi afinitas menggunakan kolom
berisi protein M sepharose yang dilekatkan dengan agarose bead. Alat dan reagen
adalah HiTrap IgM Purification (GE Healthcare, HP GEE-17511001).%°

Purifikasi IgG antip2GP1 dan IgM antif2GP1 dengan Hi7Trap NHS-activated HP
column. Prinsip kerja purifikasi IgG anti B2GP1 dan IgM anti B2GP1 adalah
kromatografi afinitas. Protein B2GP1 purified (SCIPAC P195-5) dimasukkan ke
kolom HiTrap NHS-activated HP dan larutan bufer. Biomolekul yang terhenti
pada kolom akan dipakai untuk menangkap protein target yang berinteraksi.
Kemudian dilakukan pencucian untuk membuang protein yang tidak ditangkap
dan selanjutnya protein target dielusi. Alat dan reagen adalah kolom HiTrap
NHS-activated HP (GE Healthcare, GEE17071601).!
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penelitian bebas untuk menyetujui atau menolak berpartisipasi dalam penelitian

setelah mendapat penjelasan.

ALUR PENELITIAN

Penderita APS dan oran
Memenuhi kriteria inklusi
Informed consent

normal
an eksklusi

|

A4

l

APS
Antibodi anti- B2GP1(+)

Kontrol normal
aPL(-)

|
v . .

v

IgG anti-p2GP1

IgM anti-B2GP1

IgG anti-B2GP1

Purifikasi Purifikasi Purifikasi Purifikasi
antibodi IgG antibodi IgM antibodi 1gG antibodi IgM
l v A v
Purifikasi Purifikasi Purifikasi Purifikasi

IgM anti-B2GP1

l v ¥ .
HUVEC HUVEC HUVEC HUVEC
Real Time RT-PCR :
mRNATF
mRNA trombomodulin
mRNA PAI-1
Keterangan gambar : APS = antiphospholipid syndrome, aPL = antiphospholipid

antibody, anti-B2GP1 = anti beta 2 glycoprotein 1, HUVEC = human umbilical vein

endothelial cell, TF = tissue factor, PAl-1 = plasminogen activator inhibitor-1.

Universitas Indonesia



4. HASIL

Sampel penelitian berasal dan serum pasien APS dan orang sehat. Jumlah pasien
APS 10 terdiri 8 pasien APS primer dan 2 pasien APS sekunder. Antibodi anti-
B2GP1 baik IgG maupun IgM berasal dari serum pasien APS yang memenuhi
kriteria Miyakis tahun 2006 masing-masing berjumlah 6 sampel. Sebagai
kontrol dipakai IgG dan IgM dari serum orang sehat. Kadar IgG anti-B2GP1
pasien APS berkisar paling tinggi 165,20 SGU/mL dan paling rendah 49,70
SGU/mL, kadar IgM anti-B2GP1 paling tinggi 229.9 SMU/mL dan paling rendah
47,10 SMU/mL.

4.1. Hasil pemeriksaan mRNA fissue factor pada HUVEC setelah dipajan IgG
anti-B2GP1 dan IgM anti-B2GP1

Ekspresi relatif mRNA TF pada HUVEC yang dipajan dengan IgG anti-B2GP:
pasien APS (n=6) berturut-turut adalah (3,03), (3,83), (4,19), (3,72), (2,01),
(2,08) kali dibandingkan mRNA TF pada HUVEC yang dipajan IgG kontrol
sehat. Pada HUVEC tanpa pemajanan didapatkan ekspresi relatif mRNA TF
(1,09+0,76) kali dibandingkan mRNA TF pada HUVEC yang dipajan IgG kontrol
sehat (gambar 4.1).

Ekspresi relatif mRNA TF pada HUVEC yang dipajankan dengan antibodi 1gM
anti-B2GP, pasien APS (n=6) berturut-turut adalah (2,22), (2,50), (4,35), (7.67),
(4,11), (5,13) kali dibandingkan mRNA TF pada HUVEC yang dipajan IgM orang
sehat. Ekspresi relatif mRNA TF pada HUVEC tanpa pemajanan (0,91+0,10) kali
dibandingkan mRNA TF pada HUVEC yang dipajan IgM orang sehat
(gambar 4.2).

Rerata ekspresi relatif mRNA TF dengan medium (sebelum dipajan) adalah
(1,09 + 0,76), setelah dipajan dengan IgG anti-BGP; adalah (3,14 + 0,93), dengan
nilai p = 0,003 (tabel 4.1). Rerata ekspresi relatif mRNA TF dengan medium
(sebelum dipajan) adalah (1,03 + 0,11), setelah dipajan dengan IgM anti-BGP)
adalah (4,33 = 1,98), dengan nilai p = 0,008 (tabel 4.2).
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4.2. Hasil pemeriksaan mRNA trombomodulin pada HUVEC setelah dipajan
IgG anti-B2GP1 dan IgM anti-p2GP

Ekspresi relatif mRNA trombomodulin pada HUVEC yang dipajan dengan IgG
anti-B2GP1 pasien APS (n=6) berturut-turut adalah (0,41), (0,18), (0,41), (0,45),
(0,24), (0,14) kali dibandingkan mRNA trombomodulin pada HUVEC yang
dipajan IgG orang sehat. Pada HUVEC tanpa pemajanan didapatkan ekspresi
relatif mRNA trombomodulin (0,91+0,10) kali dibandingkan mRNA
trombomodulin pada HUVEC yang dipajan IgG orang sehat seperti diperlihatkan
pada gambar 4.3.

Ekspresi relatif mRNA trombomodulin pada HUVEC yang dipajan dengan IgM
anti-BoGP; pasien APS (n=6) berturut-turut adalah (0,33), (0,51), (0,10), (0,17),
(0,67), (0,18) kali dibanding mRNA trombomodulin pada HUVEC yang dipajan
IgM orang sehat. Pada HUVEC tanpa pemajanan didapatkan ekspresi relatif
mRNA trombomodulin (0,93+0,3) kali dibandingkan mRNA trombomodulin pada
HUVEC yang dipajan IgM orang sehat seperti diperlihatkan pada gambar 4.4.

Rerata ekspresi relatif mRNA trombomodulin dengan medium (sebelum
dipajan) adalah (0,91 + 0,11), setelah dipajan dengan IgG anti-B>GP, adalah (0,31
+ 0,13), dengan nilai p = 0,001 (tabel 4.1). Rerata ekspresi relatif mRNA
trombomodulin dengan medium (sebelum dipajan) adalah (0,93 + 0,08) dan
setelah dipajan dengan IgM anti-B>GP; adalah (0,33 + 0,22), dengan p = 0,003
(tabel 4.2).

4.3. Hasil pemeriksaan mRNA plasminogen activator inhibitor-1 pada HUVEC
setelah dipajan IgG anti-B2GP1 dan IgM anti-B2GP1

Ekspresi relatif mRNA PAI-1 pada HUVEC yang dipajan IgG anti-BGP pasien
APS (n=6) berturut-turut adalah (8,2), (8,9), (3,55), (2,75), (5,82), (2,75) kali
dibandingkan mRNA PAI-1 pada HUVEC yang dipajan IgG orang sehat. Pada
HUVEC tanpa pemajanan didapatkan ekspresi relatif mRNA PAI-1 (0,93+0,3)
kali dibanding mRNA PAI-1 pada HUVEC yang dipajan IgG orang sehat
(gambar 4.5).
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Ekspresi relatif mRNA PAI-1 pada HUVEC yang dipajankan dengan IgM anti-
B2GP pasien APS (n=6) berturut-turut adalah (7,62), (3,53), (4,63), (9,51), (2,41),
(5,17) kali dibandingkan mRNA PAI-1 pada HUVEC yang dipajan IgM orang
sehat. Pada media tanpa pemajanan didapatkan ekspresi relatif mRNA PAI-1
(1,02+0,10) kali dibandingkan mRNA PAI-1 pada HUVEC yang dipajan IgM
orang sehat (gambar 4.6).

Rerata ekspresi relatif mRNA PAI-1 dengan medium (sebelum dipajan) adalah
(0,93 £ 0,13), setelah dipajan dengan IgG anti-B.GP; adalah (5,33 + 2,75),
dengan nilai p = 0,013 (tabel 4.1). Rerata ekspresi relatif mRNA PAI-1 dengan
medium (sebelum dipajan) adalah (1,02 + 0,10) dan setelah dipajan dengan IgM
anti-B2GP1 adalah (5,47 +2,64), dengan p = 0,001 (tabel 4.2).

5. PEMBAHASAN
5.1.Hasil pemeriksaan mRNA fissue factor pada HUVEC setelah dipajan I1gG
anti-B2GP1 dan IgM anti-B2GP:

Penelitian ini memperlihatkan bahwa ekspresi relatif mRNA TF pada HUVEC
yang dipajankan dengan IgG anti-B,GP; pasien APS lebih tinggi dibandingkan
mRNA TF pada HUVEC yang dipajan dengan IgG kontrol sehat (gambar 4.1).
Ekspresi relatif nRNA TF pada HUVEC yang dipajankan dengan IgM anti-B.GP;
pasien APS lebih tinggi dibandingkan mRNA TF pada HUVEC yang dipajan
dengan IgM kontrol sehat.(gambar 4.2).

Penelitian ini melaporkan terdapat perbedaan bermakna rerata ekspresi relatif
mRNA TF pada HUVEC sebelum dan sesudah dipajan dengan IgG anti-B.GP;
(1,09 + 0,76 berbanding 3,14 + 0,93, p = 0,003) (tabel 4.1). Terdapat perbedaan
bermakna rerata ekspresi relatif mRNA TF pada HUVEC sebelum dan sesudah
dipajan dengan IgM anti-B.GP; (1,03 + 0,11 berbanding 4,33 £ 1,98, p = 0,008)
(tabel 4.2).

Penelitian Vega-Ostertag dkk.”” memperlihatkan pada tikus yang diinjeksi IgG
APS terjadi aktivasi sel endotel, meningkatnya aktivitas TF dan menginduksi
trombosis in vivo. Secara in vitro, Vega-Ostergad dkk.!” meneliti efek IgG APS
pada sel endotel menyimpulkan antibodi antifosfolipid akan meningkatkan
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transkripsi dan fungsi TF, meningkatkan interleukin (IL)-6, IL-8, pada sel endotel
dan melibatkan p38 mitogen- activated protein kinase (MAPK). Pada penelitian
ini didapatkan hasil yang sama dengan Vega yaitu peningkatan TF. Penelitian
Vega-Ostergad meneliti aktivitas koagulasi, sedangkan penelitian ini di samping
meneliti aktivitas kogulasi dengan pemeriksaan TF juga meneliti jalur protein C,
antikoagulan dengan pemeriksaan trombomodulin dan aktivitas fibrinolisis
dengan pemeriksaan PAI-1. Penelitian Vega-Ostergad dkk. meneliti IgG pasien
APS yang dipurifikasi dan tidak melakukan purifikasi IgG anti-B2GP;, sedangkan
pada penelitian ini dilakukan purifikasi IgG dan purifikasi IgM dilanjutkan
dengan purifikasi 1gG anti-B.GP; dan IgM-antiB,GP, untuk mendapatkan IgG
anti- PGP yang murni dan IgM anti-B2GP; yang murni, sehingga efek yang
timbul disebabkan oleh IgG anti-B2GP; dan IgM anti-BoGP; tanpa dipengaruhi

oleh imunoglobulin lain.

Penelitian sebelumnya oleh Hamid dkk.”® meneliti ekspresi gen yang diinduksi
IgG anti-BGP; dari 5 pasien APS primer memperlihatkan bawa IgG anti-B2GP:
dapat menginduksi ekspresi gen pada sel endotel meliputi gen
apoptosis/antiapoptosis, gen molekul adhesi, sitokin, kemokin, faktor transkripsi,
dan gen fissue factor. Penelitian tersebut mendapatkan hasil peningkatan ekspresi
gen TF 3,3 kali. Penelitian ini meneliti 8 pasien APS primer dan 2 pasien APS
sekunder dan mendapatkan hasil peningkatan mRNA TF yang hampir sama
dengan penelitian Hamid dkk. Berbeda dengan penclitian Hamid yang tidak
meneliti Ig M anti-B,GP), penelitian ini memperlihatkan bahwa IgM anti-B>GP;
sama seperti IgG anti-B2GP) meningkatkan mRNA TF pada endotel.

Tissue factor tidak diekpresikan oleh sel endotel pada keadaan normal tetapi
berada di tunika adventitia.>> * Bila endotelium diinduksi oleh stimulasi beberapa
agen seperti lipopolisakarida, endotoksin, IL-1, tumor necrosis factor (TNF)-a
dan trombin maka endotelium vaskular dapat mengekspresikan TF.*! Di samping
berperan dalam kaskade koagulasi, kompleks TF-FVIla juga mengaktifkan
Protease-Activated receptor 2 (PAR2) yang menimbulkan inflamasi,
meningkatnya sitokin proinflamasi, meningkatnya molekul adhesi dan aktivasi

faktor transkripsi. > Protease-Activated receptor 2 akan memulai sinyal memicu
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respons seperti masuknya kalsium ke dalam sel, ekspresi molekul adhesi untuk

leukosit dan melepaskan growth factor serta meningkatkan eskpresi TF.>

Pada penelitian ini terbukti bahwa IgG anti-BGP;, dan IgM anti-B,GP; dari
pasien APS dapat meningkatkan ekspresi relatif mRNA TF pada endotel. 7issue
Factor yang meningkat akan memicu proses koagulasi sehingga menimbulkan
keadaan protrombotik yang memudahkan terjadinya trombosis. Hasil penelitian
ini membuktikan bahwa mekanisme trombosis pada APS dapat terjadi melalui
jalur aktivasi koagulasi.

5.2. Hasil pemeriksaan mRNA trombomodulin pada HUVEC setelah dipajan
IgG anti-B2GP1 dan IgM anti-B2GP:

Penelitian ini memperlihatkan ekspresi relatif mRNA trombomodulin pada
HUVEC yang dipajankan dengan IgG anti-B.GP; pasien APS lebih rendah
dibandingkan mRNA trombomodulin pada HUVEC yang dipajankan dengan IgG
kontrol sehat (gambar 4.3). Ekspresi relatif mRNA trombomodulin pada HUVEC
yang dipajan dengan IgM anti-B,GP; pasien APS lebih rendah dibandingkan
mRNA trombomodulin pada HUVEC yang dipajan dengan IgM kontrol sehat
(gambar 4.4).

Penelitian ini melaporkan terdapat perbedaan bermakna ekspresi relatif mRNA
trombomodulin pada HUVEC sebelum dan sesudah dipajan dengan IgG anti-
B2GP; (0,91 + 0,11 berbanding 0,31 £ 0,13, p = 0,001). Terdapat perbedaan
bermakna ekspresi relatif mRNA trombomodulin pada HUVEC sebelum dan
sesudah dipajan dengan IgM anti-BoGP; (0,93 + 0,08 versus 0,33 + 0,22, p =
0,003) seperti diperlihatkan pada tabel 4.1.

Penelitian Liestol dkk.** memperlihatkan hubungan meningkatnya activated
protein C (APC) resisten pada APS yang berhubungan dengan trombosis.
Antibodi antifosfolipid dapat menginduksi APC resisten, mengganggu jalur
protein C. Penelitian Simoncini dkk.** memperlihatkan 1gG APS menginduksi
oxidative stress, meningkatkan produksi ROS, dan meningkatkan ekspresi
VCAM.
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Pengaruh antibodi antifosfolipid terhadap jalur protein C masih belum jelas
sampai saat ini.*® Jalur protein C merupakan salah satu sistem yang berperan
dalam menghambat koagulasi.’” Komponen esensial jalur protein C adalah
trombin, trombomodulin, endothelial protein C receptor (EPCR), protein C dan
protein S.** Trombomodulin merupakan protein transmembran yang diekspresikan
pada permukaan sel endotel. Trombomodulin berikatan dengan afinitas tinggi
dengan trombin dan menghambat aktivitas protrombotik trombin.*’
Trombomodulin mencegah trombin mengubah fibrinogen menjadi fibrin karena
tempat ikatan trombomodulin dan fibrinogen pada trombin yang
berkompentisi.*** Trombomodulin membentuk kompleks trombomodulin-
trombin yang mengaktifkan protein C menjadi protein C aktif*® Protein C aktif
dengan bantuan protein S akan menginaktivasi faktor Va dan VIIla sehingga
mencegah pembentukan trombin selanjutnya. Protein C aktif juga mempunyai

aktivitas profibrinolitik dengan kemampuan menetralkan aktivitas PAI-1.%* %

Pada penelitian ini terbukti bahwa I[gG anti-B2GP; dan IgM anti-B2GP1 dari
pasien APS dapat menurunkan ekspresi relatif mRNA trombomodulin pada
endotel. Trombomodulin yang rendah mengakibatkan aktivasi protein C
terhambat sehingga F Va dan F VIIla tidak dapat diinaktivasi dan hal itu
menimbulkan keadaan hiperkoagulabilitas yang memudahkan terjadinya
trombosis. Hasil penelitian ini membuktikan bahwa mekanisme trombosis pada

APS dapat terjadi melalui hambatan jalur protein C yang merupakan antikoagulan

5.3. Hasil pemeriksaan mRNA plasminogen activator inhibitor-1 pada HUVEC
setelah dipajan IgG anti-B2GP1 dan IgM anti-f2GP:

Penelitian ini memperlihatkan ekspresi relatif mRNA PAI-1 pada HUVEC yang
dipajankan dengan IgG anti-BoGP; dari pasien APS lebih tinggi dibandingkan
mRNA PAI-1 pada HUVEC yang dipajankan dengan IgG kontrol sehat (gambar
4.5). Ekspresi relatif mRNA PAI-1 pada HUVEC yang dipajankan dengan IgM
anti- PoGP; dari pasien APS lebih tinggi dibandingkan mRNA PAI-1 pada
HUVEC yang dipajan IgG kontrol sehat (gambar 4.6).

Penelitian ini melaporkan terdapat perbedaan bermakna rerata ekspresi relatif
mRNA PAI-1 pada HUVEC sebelum dan sesudah dipajan IgG anti-B.GP, (0,93 +

Universitas Indonesia



15

0,13 berbanding 5,33 + 2,75, p = 0,013). Terdapat perbedaan bermakna ekspresi
relatif mRNA PAI pada HUVEC sebelum dan sesudah dipajan IgM anti-B.GP;
(1,02 + 0,10 berbanding 5,47 + 2,64,p = 0,01) seperti diperlihatkan pada tabel 4.1.

Protein yang berperan dalam fibrinolisis adalah plasminogen, tPA, PAI-1 dan a2
antiplasmin. Plasminogen activator inhibitor-1 merupakan inhibitor utama t-PA.
Proses fibrinolisis dimulai dengan dilepaskannya t-PA dari sel endotel,
selanjutnya t-PA akan mengubah plasminogen menjadi plasmin. Plasmin akan
memecah deposit fibrin menjadi fibrin degradation product (FDP). Di sirkulasi
PAI-1 akan berikatan dengan tPA membentuk kompleks sehingga t-PA tidak
dapat mengaktifkan plasminogen menjadi plasmin sehingga fibrinolisis
terhambat.?® Hambatan berlebihan dari fibrinolisis dapat mengganggu
keseimbangan hemostasis dan berperan untuk terjadi trombosis.*'

Pada penelitian ini terbukti bahwa IgG anti-B2GP1dan IgM anti-B2GP1 dari
pasien APS dapat meningkatkan mRNA PAI-1 pada endotel. Kadar PAI-1 yang
tinggi akan menyebabkan aktivitas fibrinolisis menurun karena  PAI-1
menghambat t-PA sehingga plasminogen tidak dapat diubah menjadi pasmin.
Hasil penelitian ini membuktikan bahwa salah satu mekanisme trombosis pada
APS dapat melalui penghambatan fibrinolisis.

6. SIMPULAN

Pada penelitian ini terbukti bahwa IgG anti BGP1 dan IgM anti B,GP1 dari pasien
APS mempunyai efek protrombotik pada sel endotel dengan meningkatkan
mRNA TF dan mRNA PAI-1, serta menurunkan mRNA trombomodulin. Hasil
penelitian ini menyimpulkan bahwa mekanisme trombosis pada APS dapat terjadi
melalui peningkatan aktivasi koagulasi, penurunan aktivitas fibrinolisis dan

penurunan aktivitas antikoagulan.

7. SARAN

Melakukan penelitian eksperimental dengan memajankan HUVEC dengan
antibodi antifosfolipid selain anti 2GP1 dan pengembangan penelitian obat yang
dapat menghambat efek protrombotik antibodi anti B2GP1 pada endotel.”
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Gambar 4.1. Ekspresi relatif mRNA TF pada HUVEC tanpa pemajanan, dipajan IgG
kontrol sehat, dipajan IgG anti-3,GP, pasien APS.
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Gambar 4.2. Ekspresi relatif mRNA TF pada HUVEC (tanpa pemajanan, dipajan
IgM orang sehat, dipajan IgM anti-B,GP, pasien APS).
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DAFTAR TABEL

Tabel 4.1. Rerata ekspresi relatif mRNA TF, mRNA trombomodulin, mRNA
PAI-1 dengan medium (sebelum dipajan), setelah dipajan dengan IgG

Anti-B,GP,
HUVEC dengan medium HUVEC setelah dipajan
parameter ‘sebelum pemajanan, n = 6) IgG anti-B2GP1, n = €) P
rerata +SB rerata £SB
mRNA TF 1,09+ 0,76 3,14+ 0,93 0,003
mRNA TM 0,91+0,11 0,31 +0,13 0,001
mRNA PAI-1 0,93+0,13 333275 0,013

Tabel 4.2. Rerata ekspresi relatif mRNA TF, mRNA trombomodulin, mRNA
PAI-1 dengan medium (sebelum dipajan), setelah dipajan dengan

IgM anti-B,GP,
HUVEC dengan medium HUVEC setelah dipajan
parameter (sebelum pemajanan, n = 6) IgM anti-B2GP; (n=6) P
rerata = SB Rerata + SB
mRNA TF 1,03+0,11 433+ 1,98 0,008
mRNA TM 0,93 + 0,08 0,33+ 0,22 0.003
mRNA PAI-1 1,02+ 0,10 5,47 + 2,64 0,010
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