POLIMORFISME P2Y12
TERHADAP AGREGASI
PLATELET PADA PASIEN
PENYAKIT JANTUNG
KORONER

by Oktaviarika Dewi Hermawatiningsih

Submission ID: 1148395327



POLIMORFISME P2Y12 TERHADAP AGREGASI PLATELET PADA
PASIEN PENYAKIT JANTUNG KORONER

Oktaviarika Dewi Hermawatiningsih"", J. Nugroho Eko Putranto?®, Ike Dhiah
Rochmawati'
'Fakultas Farmasi, Universitas Surabaya, Surabaya, Indonesia
2Rumah Sakit Umum Dr.Soetomo, Surabava, Indonesia
‘email: oktaviarikal717(@gmail.com

Abstrak

Polimorfisme genetik pada reseptor P2Y12 menjadi salah satu faktor penyebab
variasi respon terhadap terapi antiplatelet. Variasi respon pada reseptor P2Y12
dapat menimbulkan Coronary Artheri Disease (CAD) pada pasien PJK. Penelitian
ini dilakukan di RSUD Sidoarjo Jawa Timur dari bulan November sampai
Desember 2017 yang bertujuan untuk mengetahui pengaruh polimorfisme P2Y12
terhadap agregasi platelet pada pasien PJK. Metode penelitian yang digunakan
adalah metode Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk pemeriksaan
polimorfisme genetik P2Y12 dan metode Light Transmittance Aggregomeiry
(LTA) untuk pengukuran agregasi platelet. Dan 30 sampel diperoleh data bahwa
seluruh sampel memiliki jenis polimorfisme P2Y12 homozygot (wild type) dengan
nilai bp sekitar 156 bp. Analisis inferensial vang dilakukan untuk mengetahui
hubungan antara polimorfisme gentik P2Y12 dengan agregasi platelet diperoleh
nilai p = 0,130, Dari hasil tersebut dapat dikatakan bahwa antara polimorfisme
genetik P2Y12 dengan agregasi platelet tidak memiliki hubungan yang signifikan,
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POLYMORPHISM P2Y12 TO PLATELET AGREGATION IN
CORONARY HEART DISEASE PATIENTS

Abstract

Genetic polymorphism of P2Y12 receptor is one of the factors responsible for the
variation mn response to antiplatelet therapy. Varations in response to P2Y12
receptors can cause Coronary Artheri Disease (CAD) m CHD patients. This
research was (:unducleml RSUD Sidoarjo East Java from November to
December 2017 which aims to determine the effect of P2Y12 polymorphism on
platelet aggregation in CHD patients. The research method used is Polymerase
Chain Reaction (PCR) for P2Y12 genetic polymorphism and Light Transmittance
Aggregometry (LT4) method for platelet aggregation measurement. From 30
samples, it was found that all samples had homozygot d fype) type P2Y12
polymorphism with bp value of about 156 bp. Inferential analysis was conducted
to determine the relationship between polymorphism of P2Y12 with platelet
aggregation obtamned p value = 0.130. From these results it can be said that
between the genetic polymorphism of P2Y12 and platelet aggregation has no
significant relationship.
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Pendahuluan

Salah satu pengobatan yang digunakan pada pasien Penyakit Jantung Koroner
(PJK) adalah antiplatelet. Antiplatelet merupakan  golongan  obat  yang
menghambat agregasi trombosit sehingga dapat menyebabkan terhambatnya
pembentukan trombus. Terdapat berbagar jenis antiplatelet yang dapat digunakan,
seperti cyclo-oxygenase-1 (COX-1) mhibitor (aspinn), antagonis reseptor P2Y12
dengan ADP (thienopyridine seperti ticlopidine, clopidogrel, prasugrel dan
ticagrelor), antagonis glycoprotein 1Ib/I1la (abciximab, eptifibatide dan tirofiban).'
Antiplatelet golongan thienopyndine bekerja dengan menghambat ikatan ADP
dengan reseptor P2Y12 yang akan menghasilkan hambatan terhadap agregasi
platelet.? Terdapat fakta bahwa beberapa pasien memiliki kondisi yang tidak baik
terhadap hambatan agregasi platelet atau mengalami respon yang rendah terhadap
terapi antiplatelet.> Beberapa faktor yang mempengaruhi variasi dari  efektivitas
clopidogrel antara lain polimorfisme reseptor P2Y 12, ketidakpatuhan, diet, status
merokok. usia dan pengobatan lain (interaksi antar obat).’ Reseptor P2Y12
merupakan reseptor vang mempengaruhi aktivitas platelet jika terjadi stimulasi.*




Pada reseptor P2Y12 diketahuir memiliki vanasi genetik vang dapat meningkatkan
agregasi platelet dan juga memiliki peran dalam menimbulkan Coronary Artheri
Disease (CAD).” Polimorfisme genetik vang terjadi pada reseptor P2Y 12 menjadi
salah satu faktor penyebab varasi respon terhadap (;I(.lpid(.ls;zrel.l Pada suatu
penelitian yang dilakukan oleh Zoheir N, et al disebutkan bahwa polimorfisme
genetik pada T744C yang terjadi di reseptor P2Y 12 memiliki keterkaitan dengan
peningkatan agregasi platelet vang menunjukkan kemungkinan penyebab variasi
respon terhadap terapi clopidogrel.® Polimorfisme P2Y12 dapat menimbulkan
penurunan respon terhadap pemberian terapt clopidogrel, sehingga hambatan
terhadap agregasi platelet terganggu dan hal ini dapat menimbulkan peningkatan
resiko terjadinya serangan CVD event yang berulang.” Selain ifu penelitian lain
menyatakan bahwa platelet memiliki peran yang penting terhadap perkembangan
dari  pembentukan arterosklerosis dan memihiki Keterkaitan dengan kejadian
cardiovascular event® Tujuan dari penelitian 11 dilakukan untuk mengetahu
pengaruh polimorfisme genetik P2Y12 terhadap agregasi platelet pada pasien
Penyakit Jantung Koroner (PJK),

Pada penelittan ini sudah dilakukan pengujian kelayakan etik. Pada pengujian
tersebut telah diberikan ijin dengan no surat izin/laik etik (014/KE/11I/2018),
Institutional Ethical Committee University of Surabaya.

Metode

Pengumpulan Sampel

Tahapan awal dalam penelitian ini adalah orientasi lapangan secara on sife di poli
Jantung rawat jalan RSUD Sidoarjo. Dar tahap tersebut didapatkan 600 pasien
vang berkunjung dalam periode November sampai Desember 2017. Setelah itu
dilakukan pemilihan calon sampel dengan memberikan Informed Consent. Pasien
vang menjadi sampel penelitian merupakan pasien yang telah setuju dengan
menandatangani fnformed Consent dan masuk dalam knteria inklusi dan eksklusi.
Kriteria inklusi dalam  penelitian ini terdiri dari telah menggunakan terapi
clopidogrel minimal 1 bulan, patuh mimmum obat dengan penilalan menggunakan
kuisioner Morisky-8 yang menunjukkan nilai 0, sedangkan kritena eksklusi terdiri
dari pasien tidak melakukan uji laboratorium, sedang menjalani kemoterapi,
memiliki gangguan ginjal maupun gangguan liver. Dan tahap pemilihan sampel
tersebut diperoleh

Jumlah sampel sebanyak 30 sampel. Semua sampel tersebut akan dilakukan
pemeriksaan Platelet Function Test dan Polimorfisme P2Y12. Hasil yvang diperoleh
akan dilakukan analisis dengan menggunakan metode statistik JBM SPSS versi 23.

600 pasien vang berkunjung di rawat jalan poli jantung RSUD
Sidoarjo (peniode November sampai Desember 2017)

l

150 pasien yang mendapat peresepan Clopidogrel

37 pasien tidak l 40 pasien
bersedia ikut serta 150 pasien mendapatkan terapi
dalam penelitian, Clopidogrel kurang

25 pasien tidak
patuh minum

48 pasien
|j;’—* Kriteria Eksklusi
&

Tidak hadir saat

l pengambilan darah

SAMPEL
PENELITIA

Gambar 1 Alur Mendapatkan Sampel Penelitian




Alat dan Bahan

Pengambilan darah sampel

Sampel diharuskan berpuasa selama 10-12 jam sebelumnva. Darah
diambil sebanyak 12 cec dengan menggunakan jarum dan vacutainer.
Darah yang digunakan untuk pemenksaan TAT dimasukkan ke dalam
tabung citrat sebanyak 3 tabung yang masing- masing berisi 3 cc darah
dan darah yang digunakan untuk pemeriksaan polimorfisme P2Y12
dimasukkan ke dalam tabung EDTA sebanyak 3 cc.

Pemeriksaan Platelet Function Test

Dilakukan pada whole blood vang ditambahkan dengan platelet agonis
seperti arakhidonat atau ADP atau kolagen atau epinephrin. Sampel
tersebut dilakukan pemeriksaan Light Transmittance Aggregometry
(LTA) dengan metode turbidimetri.

Pemeriksaan polimorfisme P2Y12

Purifiksai DNA

Dilakukan dengan menggunakan Wizard® Genomic DNA
Purification Kit. Volume sampel sebanyak 300 pl ditambah 900 pl
Cell Lysis Solution untuk mensuspensikan sel darah putih. Setelah
itu ditambah dengan Nuclei Lysis Solution sebanyak 300 pl, Jika
gumpalan sudah tidak terlihat ditambah dengan RNase Solution
sebanyak 1,5 pl dan Protein Precipitation Solution sebanyak 100
pl. DNA dicuci dengan ditambah 300 pl isopropanol dan etanol
70% sebanyak volume sampel DNA. Tahap terakhir ditambah
dengan DN Rehvdrase Solution sebanyak 100 pl,

Polymerase Chain Reaction (PCR)

DNA template 2.5 pl ditambahkan primer F dan primer R
5’titagaggaggetgtgteecaad /5 AATAATgttaccaggegeagaggtgaa3’(34
OC>T polymorphism) masing-masing sebanvak 2 ul, GoTag®
Green Master Mix, 2X sebanyak 12,5 ul dan Nuclease-Free Water
sebanyak 6pl lalu di vortex selama 20 detik dan disentrifugasi.
Setelah siap dimasukkan ke dalam mesin PCR dilakukan running
dengan tahap awal denaturasi pada suhu 94°C selama 3 nait.
Setelah 1tu dilakukan 35 siklus vang terdini dari denafurasi pada
suhu 94°C selama 20 menit, annealing pada suhu 53°C selama 20
detik, polymerasi pada suhu 72 °C  selama 235 detk dan final
extension pada suhu 72 °C selama 3 menit. Setelah diperoleh
aplikon DNA dilakukan digesti dengan ditambahkan enzim restriksi
TspRI sebanyak 1 pl dan buffer TAE 1X sebanyak 5 ul pada suhu
65°C selama 15 menit.”

Elektroforesis

Gel agarosa 0,8 gram dalam 40 ml TAE 1x dilarutkan dengan
microwave setelah hangat dimasukkan dalam cetakan gel agarosa.
Setelah gel agarosa membeku dimasukkan ke dalam chamber
clektroforesis  ditambah running buffer (TAE  Ix)  sampai
terendam. Tiap sampel disuntikkan ke dalam lubang-lubang
sumur sebanyak 3 pl. Proses elektroforesis dimulai dengan
tegangan 70 volt. Setelah proses selesai dilanjutkan dengan
visualisasi hasil elektroforesis melalui proses staining dalam
larutan ethidium bromide (5mg/ml) selama 20 menit, kemudian
dilanjutkan proses destaining dengan membenamkan didalam
larutan air selama 15 menit. Setelah itu diamati migrasi DNA
pada lampu UV fransiluminator dan difoto.”




Analisis Data

Dari hasil data yang diperoleh dilakukan analisis deskriptif dan nferensial. Dalam
anahsis desknptif hasil polimorfisme dan agregasi platelet akan dinyatakan dalam
proparsi (%) dan ditampilkan dalam diagram. Untuk analisis inferensial dilakukan
dengan uji statistik dengan menggunakealﬁ-\-f SPSS versi 23. Anahsis diawali
dengan menghitung nilai normalitas, jika nilai p < 0,05 maka sebaran data adalah
ak normal. sehingga uji yang digunakan adalah uji non parametrik. Namun jika
nilai p > 0,05 maka sebaran data adalah normal, sehingga uji yang digunakan
adalah uji parametrik.

Hasil

Dari 30 sampel didapatkan data pasien seperti pada (tabel 2). Hasil pemeriksaan
agregasi platelet diperoleh bahwa 4 pasien (13,33%) memiliki kategori agregasi
platelet sebagai hipoagregasi, 25 pasien (83,33%) termasuk dalam kategori
normoagregasi dan 1 pasien (3,33%) termasuk dalam kategori hiperagregasi
(gambar 2). Untuk data pemeriksaan polimorfisme P2Y12 diperoleh data pasien
vang memiliki polimorfisme P2Y12 dengan jenis homozygot (wild tvpe) sebanyak
30 sampel. Pada pemeriksaan polimorfisme P2Y 12 akan diperoleh nilai base pairs
(bp) dari masing-masing sampel, dari nilai (bp) tersebut akan dapat ditentukan jenis
polimorfismenya (Gambar 3.4,5). Semua sampel sebanyak 30 akan diperoleh nilai
(bp) seperti pada tabel 3.

Tabel 1 Ukuran fragmen DNA polimorfisme P2Y12

Polimorfisme W R
52G - T 129 + 23 152
f34c>T 156 126 + 30 |

W = “wild-type allele”, R = “rarer allele™

17
Analisis nferensial yang dilakukan pada gelilian i digunakan untuk
mengetahur hubungan antara pm.lruh polimorfisme P2Y 12 dengan agregasi
platelet. Untuk uji normalitas diperoleh nilai p = 0,000, nilai tersebut lebih
kecil dan 0.05 schingga sebaran data yang diperoleh adalah  tidak  normal.
Data vang diperoleh bersifat kategorial sehingga uji vang digunalmadalah
uji non parametrik. Uyt vang digunakan dalam penelitian in1 adalah uji Mann-
Whitney dan diperoleh nilai p = 0,130, nila1 tersebut > 0,05, sehingga dapat
dikatakan bahwa antara polimorl'lsnm2‘r’12 dengan agregasi platelet tidak
memiliki hubungan yang signifikan. Hal i dimungkinkan disebabkan karena
sebaran data yang diperoleh dalam penelitian i kurang bervanasi. Namun
berdasarkan suatu penelitian lain menyebutkan bahwa polimorfisme P2Y12
dapat menimbulkan penurunan respon terhadap pemberian terapi clopidogrel,
sehingga hambatan terhadap agregasi platelet terganggu dan hal 1 dapat
menimbulkan  peningkatan resiko terjadinya serangan CVD event yang
berulang.”

Tabel 2 Data Demografi Sampel Penelitian

. Jumlah pasien/ Agregasi Platelet
Demografi pasien persentase (%) Hipo ) Nun‘nul Hiper )
agregasi agregasi agregasi
Usia
Awal masa dewasa (22- 1(6,67) - 1 -
44 tahun)
Pertengahan masa dewasa 28 (90.,00) 4 23 1
(45-64 tahun)
Lansia (= 65 tahun) 1(3.33) - 1 -
Jenis Kelamin
Laki-laki 16 (33.33) 4 12 -
Perempuan 14 (46.67) - 13 1
BodfPYass Indeks (BMI)
Berat badan kurang 2(6.67%) - 1 1
(<18.5)
Normal (18,5-22,9) 2(6,67%) 1 1 -
Berat badan lebih (=23)
Beresiko (23-24.9) 6 (20,00%) 1 5 -
Obesitas tingkat I 14 (46.67%) 2 12 -




Agregasi Platelet
Demografi pasien b Hi Normo Hiper
persentase (%o) B2 5 Per
agregasi agregasi agregasi
(25-29.9)
Obesitas tingkat I1 6 (20,00%) - [ -
(=30)
Sidrom Metabolik
Ya 10 (33.33) 1 8 1
Tidak 20 (66.67) 3 17 -
Polimorfisme P2Y12
Homozygot (wild type) 30 (100) 4 25 1
Agregasi Platelet
e ‘ -
Monmoagivpas
LELY
Gambar 2 Diagram Persentase Distribusi
Frekuensi Agregasi Platelet
1 ] L] . 1 . r - . L] " " u 1 -

Gambar 3

Hasil  elektroforesis  setelah
proses  digesti  oleh enzim
restriksi  TspRI.  Sampel 1
sampai 14 menunjukkan pita
dengan nilai bp antara 100-200
bp.  Pita yang dihasilkan
menunjukkan  pita  tunggul
(hoemozygot wild type).
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Gambar 4

Hasil  elektroforesis  setelah
proses  digesti oleh enzim
vestriksi  TspRI. Sampel 15
sampai 28 menunjukkan pita
dengan nilai bp antara 100-
200 bp. Pita yang dihasilkan
menunjukkan pita  tunggul
(hemazygot wild type).




Gambar 5
Hasil elektroforesis setelah proses digesti oleh enzim
restriksi TspRI Sampel 29 dan 30 menunjukkan pita
dengan nilai bp antara 100-200 bp. Pita yang
dihasilkan jukkan pita tunggul (hemozygot
wild type).

Tabel 3 Nilai Bp dan Jenis Polimorfisme Sebelum dan Sesudah Proses Digesti

Nila: Bp Jenis Polimorfisme
No Sampel | Sebelum Digesti Sesudah
Digesti
1 165,214 148 Homozygot (wild type)
2 168, 211 161 Homozygot (wild type)
3 164, 208 174 Homozygot (wild type)
4 161, 209 169 Homozygot (wild type)
5 160, 202 165 Homozygot (wild type)
[§ 160, 201 162 Homozygot (wild type)
7 - 154 Homozygot (wild type)
8 152, 206 158 Homozygot (wild type)
9 151, 205 162 Homozygot (wild type)
10 153,208 156 Homozygot (wild type)
11 156, 204 154 Homozygot (wild type)
12 153,211 151 Homozygot (wild type)
13 154, 202 151 Homozygot (wild type)
14 151, 206 150 Homozygot (wild type)
15 156 148 Homozygot (wild type)
16 152 164 Homozygot (wild type)
17 182 155 Homozygot (wild type)
18 173 161 Homozygot (wild type)
19 169 159 Homozygot (wild type)
20 157 161 Homozygot (wild type)
21 157 156 Homozygot (wild type)
22 153 155 Homozygot (wild type)
23 150 155 Homozygot (wild type)
24 147 156 Homozygot (wild type)
25 144 155 Homozygot (wild type)
26 143 159 Homozygot (wild type)
27 - 161 Homozygot (wild type)
28 146 165 Homozygot (wild type)
29 172 169 Homozygot (wild type)
30 168 162 Homozygot (wild type)




[Pembahasan

Pemilihan sampel pasien yang digunakan dalam penelitian im dilakukan
dengan purposive sampling, pasien yang dipilih sesuar dengan Kriteria nklusi
dan eksklusi penehtian. Sampel dilakukan uji normalitas demgam metode
Mann-Whitney dan metode pengujian dilakukan dengan uji non parametnk
yaitu uji hipotesis komparatif kategorik tidak berpasangan. Berdasarkan tabel 1
diperoleh usia sampel paling banyak pada usia pertengahan masa dewasa (45-
64 tahun) dan hanya 1 pasien yang memiliki nilan agregasi platelet
hiperagregasi dan 1 pasien dengan polimorfisme P2Y 12 homozygot (wild type)
memiliki nilar agregasi platelet hiperagregasi. Namun sebagian besar sampel
pasien memiliki nilai agregasi platelet normoagregasi dengan presentase 83%
(Gambar 2).

Polimorfisme genetk P2Y12 ditehtt  untuk mengetahui Jenis
polimorfismenya. pada penelitian in1 dilakukan dua tahap  pengecekan.
Pertama scbelum dilakukan digesti yang akan menghasilkan 2 macam pita
DNA  dengan nilai base pairs (hp) antara 150 sampai 214, namun ada juga
vang hanya menghasilkan satu pita DNA. Kedua setelah proses digesti, yang
menghasilkan nilai base pairs (bp) antara 150 sampan 174,

Dari nilm base pairs (bp) tersebut diketahui jenis polimorfisme 30 sampel
adalah homozygot (wild type) (Tabel 3). Selain diketahui jenis polimorfisme, 30
sampel juga diukur nilai agregasi plateletnya, terdapat 3,33% sampel yang
memiliki nilar agregasi platelet hiperagregasi, 13.33% memiliki mlai agregasi
platelet hipoagregasi dan 83.33% memiliki nilai agregasi normoagregasi
(Gambar 2). Berdasarkan suatu penelitian menyebutkan bahwa polimorfisme
P2Y12 dapat memmbulkan penurunan respon terhadap pembenan terapi
clopidogrel, sehingga hambatan terhadap agregasi platelet dari clopidogrel akan
terganggu dan hal i1 dapat menimbulkan peningkatan resiko terjadinya
serangan CVD event yang berulang.” Aktivitas dari jumlah platelet yang lebih
besar pada pasien yang telah menggunakan terapi antiplatelet dapat digunakan
sebagai tanda dan peningkatan resiko cardiovascular events (CVE).""

Kesimpulan

Adanya polimorfisme genetik P2Y12 pada setiap sampel pasien dengan PJK
tidak liki pengaruh yang signifikan terhadap agregasi plateletnya.
Namun perlu dilakukan penelitian lebih lanjut dengan jumlah sampel yang
lebih besar dan bervariasi untuk dapat diperoleh hasil vang lebih akurat,
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Penelitian ini memperoleh dana dan Universitas Surabaya (UBAYA).
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