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ABSTRACT

Background. Coronary Heart Disease (CHD) is a disease that was caused by total or
partial stenosis from one or more coronary vessel. Endothelial dysfungtion is the first
sign of atherosclerosis that caused of CHD. Endothelial disfungtion marked by
decreasing of production or and releasing Nitric Oxide (NO.) Role NO as mediator
neurotransmision endothel and stimulated coroner dilatation. Diabet Mellitus (DM) is
the one of main risk factor CHD. There was a few of study about difference NO
concentration and stenosis degree on CHD patient with Diabet Mellitus .

Objective : To analize the difference between nitric oxide concentration and degree of
stenosis on CHD patients with and without DM.

Material and method : Cross sectional approach, 40 specimen from CHD patient with
DM and without DM who had coronary angiography. Measuring concentration NO,
stenosis degree, stenosis length, and vessel number. NO concentration was measured
quantitatively with colorimetric method. Statistical analysis difference test with non
parametric test Mann whitney.

Result : Mean NO concentration CHD patient with DM was lower than CHD patient
without DM (296.8 and 343.7 ug/ml with p = 0.141). Stenosis degree of CHD patient
with DM was worse than CHD patient without DM with p = 0.018.

Conclusions : Mean NO concentration CHD patient with DM was not different to
CHD without DM and stenosis degree of CHD patient with DM was worse than CHD
without DM significantly.

Key words : Nitric Oxide, DM, CHD, degree of stenosis



ABSTRAK

Latar belakang. Penyakit jantung koroner (PJK) merupakan penyakit akibat stenosis
pada pembuluh darah koroner . Stenosis arteri koroner terjadi akibat aterosklerosis
dengan petanda dini berupa disfungsi endotel. Disfungsi endotel ditandai dengan
pengurangan sintesis dan pelepasan Nitric Oxide (NO). Peran NO pada penderita PJK
sebagai mediator neurotransmisi sel endotel dan merangsang dilatasi koroner.
Diabetes melitus (DM) merupakan salah satu faktor risiko utama PJK. Saat ini
penelitian tentang perbedaan kadar NO dan derajat stenosis pada penderita PJK dengan
DM belum banyak dilakukan.

Tujuan : Mengetahui perbedaan kadar NO dan derajat stenosis penderita PJK dengan
dan tanpa DM

Material dan metode: Pendekatan belah lintang. 40 spesimen penderita PJK dengan
DM dan tanpa DM yang menjalani angiografi koroner. Dilakukan pemeriksaan kadar
NO, derajat stenosis, panjang stenosis, dan jumlah vessel. Kadar NO diukur secara
kuantitatif = menggunakan metode kolorimetrik. Analisis statistik uji beda non
parametrik dengan Mann Whitney.

Hasil : rerata kadar NO penderita PJK dengan DM lebih rendah dari penderita PJK
tanpa DM. (296,8 dan 343,7 pg/ml dengan p=0,414. Derajat stenosis penderita PJK
dengan DM lebih berat dibandingkan penderita PJK tanpa DM dengan p = 0,018.
Kesimpulan : Rerata kadar NO penderita PJK dengan DM tidak berbeda dibandingkan
penderita PJK tanpa DM dan derajat stenosis penderita PJK dengan DM lebih berat
secara bermakna dibandingkan penderita PJK tanpa DM.

Kata kunci : Nitric oxide, DM, penyakit jantung koroner, angiografi koroner.



BAB 1

PENDAHULUAN

1.1. Latar belakang

Penyakit Jantung Koroner (PJK) merupakan masalah kesehatan di negara
maju dan negara sedang berkembang. Di seluruh dunia didapatkan 50 juta
kematian tiap tahun karena PJK, 39 juta terdapat di negara sedang berkembang.'

Faktor risiko terjadinya PJK antara lain diabetes melitus, hipertensi,
obesitas, hiperkolesterolemia, merokok, dimana diabetes melitus merupakan
faktor risiko terbesar.” Penyakit kardiovaskuler penyebab kematian 75-80%
penderita DM dan tiga perempatnya karena penyakit jantung Koroner (PJK).
Menurut Zimmet dan Alberti komplikasi terjadinya PJK pada penderita DM 2
sampai 5 Kali dibanding penderita tanpa DM.’ Kannel & McGee menemukan
bahwa PJK sebagai salah satu bentuk kelainan makrovaskuler penyebab utama
morbiditas dan mortalitas penderita DM tipe 2 A

PJK merupakan penyakit yang disebabkan oleh penyumbatan sebagian
atau total dari satu atau lebih pembuluh darah koroner dan atau cabang-
cabangnya.’ Penyumbatan / stenosis pada arteri koroner diketahui dengan
melakukan Kkateterisasi , biasanya diukur dengan evaluasi visual dari persentasi
pengurangan diameter relatif terhadap segmen normal yang berdekatan.® Stenosis
dikategorikan menurut kriteria Bluth dkk adalah ringan (mild) < 30%, moderate

30% - 59 %, severe 60 % - 79 % dan critical 80 % 99%,7 Menurut Freskens dan



Kromhout peningkatan prevalensi PJK pada penderita DM disebabkan karena
perubahan profil lipid berupa kenaikan LDL serta trigliserida, terjadi
pembentukan ateroma lebih awal akibatnya timbul aterosklerosis koroner yang
berjalan progresif pada usia lebih muda dan cenderung mengenai arteri besar
serta sedang (Feskens & Kromhout,1992 ).”* Hasil kateterisasi jantung penderita
DM menunjukkan adanya atersklerosis serta penyempitan atau stenosis lebih
dari 50%.> Aterosklerosis pada arteri termasuk arteri koronaria disebabkan
adanya kelainan pada endotel yang dikenal dengan disfungsi endotel dimana
endotel merupakan barometer permulaan untuk patofisiologi hiperglikemi pada
penderita pM.> Hiperinsulinemi yang menyertai adanya hiperglikemi pada
penderita DM menyebabkan terjadinya proliferasi otot polos dinding arteri
melalui mediator insulin like growth factor-1 (IGF-1) mengakibatkan pengecilan
lumen dan terhambatnya aliran darah, sedangkan pembentukan advance
glycosilation end product (AGEP) mengakibatkan penurunan elastisitas pembuluh
darah, penebalan tunika intima, pengikatan LDL dan akan mengalami oksidasi
sehingga akibat semua itu memicu aterosklerosis, namun pemeriksaan AGEP
saat ini sangat sulit dilakukan.”"’

Pengaruh hiperglikemia pada penderita DM adalah merangsang endotel sel
memproduksi Nitric Oxide (NO) yang bekerja menghambat pertumbuhan sel otot
pembuluh darah, menurunkan reaksi inflamasi dengan menghambat ekspresi
molekul adhesi, menghambat aktifitas sitokin proinflamasi ( TNF-a ), monocyte

chemotractant protein-1 (MCP-1), menurunkan ikatan monosit atau makrofag



dengan dinding pembuluh darah juga menghambat proses adhesi trombosit dan
berakibat proses aterosklerosis berjalan progresif.10

Diduga peran NO pada proses terjadinya PJK pada penderita DM akibat
aterosklerosis melalui mekanisme disfungsi endotel, dimana NO merupakan
mediator yang penting yang dapat bertindak sebagai radikal bebas dan dapat
berubah menjadi peroxinitrit yang dibentuk oleh sel neuronal yang memodulasi
neurotransmisi pada sel endotel dan merangsang relaksasi / dilatasi pembuluh
darah. Penurunan kadar NO terjadi karena sintesa NO yang menurun atau
akibat degradasi yang meningkat sehingga berlebihannya produksi anion
superoksid yang berakibat terjadi penurunan penghambatan proses aterogenik
dan trombogenik dan penurunan kemampuan dilatasi arteri koroner.'""? Di sisi
lain beberapa ahli berpendapat bahwa kadar NO lebih berperan sebagai petanda
adanya disfungsi endotel dan bukan merupakan faktor risiko koroner yang
independen.13

Saat ini penelitian tentang kadar NO pada penderita DM dan hubungannya
dengan derajat stenosis akibat komplikasi PJK belum banyak dilakukan.
Beberapa hasil penelitian menyebutkan bahwa kadar NO meningkat pada
penderita PJK dengan DM, tetapi beberapa menyebutkan tidak berbeda. melalui
penelitian ini diharapkan dengan mengetahui kadar NO seorang penderita DM,
dapat memprediksikan derajat stenosis yang sudah terjadi pada arteri koroner

sebelum timbul gejala klinis PJK atau pada keadaan dimana  pemeriksaan

kateterisasi jantung belum dapat dilakukan.



Berdasarkan latar belakang tersebut di atas , maka melalui penelitian ini
kami akan membandingkan perbedaan kadar Nitric Oxide dan derajat stenosis
pada penderita PJK dengan DM dan penderita PJK tanpa DM
1.2. Perumusan Masalah

Dengan memperhatikan latar belakang tersebut di atas , maka dirumuskan
masalah penelitian sebagai berikut :

Apakah Kkadar nitric oxide penderita PJK dengan DM lebih rendah dari
penderita PJK tanpa DM dan derajat stenosis penderita PJK dengan DM lebih

berat dari penderita PJK tanpa DM ?

1.3. Tujuan penelitian

1.3.1. Tujuan umum

Membuktikan kadar nitric oxide penderita PJK dengan DM lebih rendah
dari penderita PJK tanpa DM dan derajat stenosis penderita PJK dengan DM

lebih berat dibandingkan penderita PJK tanpa DM

1.3.2. Tujuan khusus

1. Mendeskripsikan kadar nitric oxide penderita PJK dengan dan tanpa

DM.

2. Mendeskripsikan derajat stenosis penderita PJK dengan dan tanpa DM



Menganalisis perbedaan kadar nitric oxide penderita PJK dengan DM
dibandingkan dengan penderita PJK tanpa DM.
Menganalisis perbedaan derajat stenosis penderita PJK dengan DM

dibandingkan penderita PJK tanpa DM.

1.4. Manfaat penelitian

Diharapkan hasil penelitian ini dapat memberikan manfaat sebagai berikut

1.

Memberikan masukan mengenai perbedaan kadar Nitric Oxide
penderita PJK dengan DM dan Penderita PJK tanpa DM.

Memberikan masukan mengenai perbedaan derajat stenosis penderita
PJK dengan DM dan penderita PJK tanpa DM.

Memberikan tambahan manfaat bagi klinisi dalam pencegahan dini
terjadinya komplikasi PJK pada penderita DM.

Memberikan informasi yang dapat digunakan sebagai landasan bagi

penelitian selanjutnya



1.5 Orisinalitas penelitian



BAB 2

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Penyakit jantung koroner ( PJK )
2.1.1. Definisi

Penyakit jantung koroner atau penyakit jantung iskemik adalah penyakit
jantung yang timbul akibat penyumbatan sebagian atau total dari satu atau lebih
pembuluh darah koroner dan atau cabang-cabangnya, sehingga aliran darah
dalam pembuluh darah menjadi tidak adekuat lagi, akibatnya dinding otot

jantung mengalami iskemia dan dapat sampai infark, karena oksigenasi otot



jantung sangat tidak cukup untuk memenuhi kebutuhan metabolisme sel-

selnya.>'*

2.1.2. Patofisiologi PJK

PJK atau penyakit jantung iskemik (IHD) adalah penyakit jantung akibat
ketidakseimbangan antara kebutuhan dan suplai oksigen menyebabkan iskemia
pada miokardium."” Penyebab utama iskemia pada PJK adalah aliran darah yang
tidak memadai akibat penyempitan arteri koroner sebagai komplikasi adanya

aterosklerosis.®’

Penyempitan lumen pembuluh darah / stenosis dapat mengenai
satu atau lebih cabang utama koroner, sehingga menentukan derajat stenosis yang
terjadi.’

Dikenal berbagai teori tentang mekanisme terjadinya iskemi miokardium,
pertama  ditemukan adanya aterosklerosis sistemik selain di miokardium,

pengendapan trombosit yang membentuk sumbat trombosit, menyebabkan

trombosis dan adanya spasme pada satu atau lebih arteri koroner.'®
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Gb. 1 Mekanisme progresifitas aterosklerosis
(dikutip sesuai aslinya dari Hunziker.PR."*)

Aterosklerosis sistemik pada vaskuler yang menyebabkan hilangnya
elastisitas arteri dan ditandai dengan pembentukan bercak jaringan ikat-lemak
(ateroma) pada tunika intima vaskuler ukuran sedang dan besar, terjadi
penyempitan lumen arteri, bila ateroma pecah timbul trombosis yang dapat
menyebabkan lumen tersumbat, aliran darah terganggu, terjadinya iskemia dan
kematian jaringan di daerah aliran arteri khususnya pada organ yang miskin
kolesterol seperti jantung, sehingga sering berakibat fatal dan dapat menyebabkan
kematian."” Agregasi trombosit membentuk mikro trombus terjadi pada endotel

sel yang rusak akibat trauma hemodinamika atau karena degradasi intrinsik pada



bercak trombus. Proses ini menggeser keseimbangan antara prostasiklin derivat
endotel sebagai anti agregasi trombosit dan vasodilator dengan tromboksan
derivat trombosit yang bersifat pro agregasi trombosit dan vasokonstriktor.
Faktor lokal lain dari endotel yang ikut berperan pada proses ini adalah kadar
adenosin difosfat, serotonin, katekolamin, histamin dan faktor aktivasi

trombosit.'>"’

Proses trombosis pada arteri bertujuan untuk menutup mikrolesi
maupun makrolesi pada membran sel-sel endotel, kemudian disusul oleh
regenerasi sel kembali, bila berlangsung berlebihan akan terbentuk trombus yang

besar sehingga menutup lumen pembuluh darah koroner yang sudah mengalami

aterosklerosis, keadaan ini secara klinis dikenal sebagai sindroma koroner akut.'

2.1.3. Faktor risiko PJK

Faktor risiko yang berhubungan erat dengan terjadinya PJK melalui
kelainan makrovaskuler yang dikenal sebagai faktor risiko mayor adalah
diabetes melitus, dislipidemia , hipertensi dan merokok. Faktor risiko minor
adalah kurang berolah raga, stres, diet tinggi lemak jenuh, diet rendah

antioksidan dan obesitas.'

2.1.3.1. DM sebagai faktor risiko PJK

2.1.3.1.1. Definisi DM



Diabetes melitus didefinisikan sebagai kelompok penyakit metabolik yang
ditandai dengan hiperglikemia yang disebabkan gangguan dalam sekresi insulin,
kerja insulin, atau keduanya.’

2.1.3.1.2. Patofisiologi DM

DM disebabkan karena ketidakseimbangan antara kapasitas produksi
insulin oleh sel Beta langerhans pankreas dan kebutuhan insulin yang bekerja
pada target insulin seperti hepar, jaringan lemak, otot skelet. Berbagai faktor yang
menganggu homeostasis glukosa antara lain faktor genetik, lingkungan dan nutrisi
serta adanya resistensi insulin.”' Agar insulin dapat bekerja, insulin harus
berikatan dengan reseptor insulin pada dinding sel. Setelah berikatan, akan terjadi
serangkaian proses rumit, melalui berbagai sel dan proses antara, menyebabkan
dicapainya efek kerja insulin yang dikehendaki dalam sel tersebut. Dalam sel,
insulin mempunyai beragam peran, mulai dari peranannya dalam proses
metabolisme karbohidrat, lemak dan protein, sampai pada proses pembentukan
DNA dan RNA dan berbagai proses pertumbuhan di dalam sel, jaringan ataupun
organ tersebut. Rangkaian proses dan peran tersebut terjadi pula di dalam sel beta
pankreas, sehingga dapat dikatakan bahwa terjadinya resistensi insulin akan
menjadi dasar untuk terjadinya disfungsi sel Beta pankreas pada DM tipe 2.
Resistensi insulin merupakan defek metabolisme sebagai awal terjadinya DM.
Resistensi insulin diartikan sebagai kemunduran potensi insulin untuk

meningkatkan pengambilan dan penggunaan glukosa oleh sel-sel tubuh. Faktor-



faktor yang diduga berperan dalan kejadian resistensi insulin adalah genetik,
malnutrisi fetus dan obesitas sentral. Resistensi insulin dikenal sebagai suatu
kelompok gejala yang disebut sindroma resistensi insulin atau sindroma
metabolik. Komponen sindroma ini adalah hiperinsulinisme, obesitas sentral,
hipertensi, dislipidemia, albuminuria dan kadar asam urat yang semuanya itu
berdampak timbulnya disfungsi endotel yang akan menjadi aterosklerosis yang
lebih cepat dari orang normal juga menjadi DM tipe 2. Dislipidemia pada
penderita DM lebih tosik terhadap endotel sel dari penderita tanpa DM, sehingga
risiko terjadinya PJK meningkat 2-4 kalinya. Toksisitas lipid menyebabkan
aterogenesis menjadi lebih progresif, lipoprotein akan mengalami proses glikasi
dan oksidasi sehingga meningkatkan risiko aterosklerosis.”> Penderita sindroma
metabolik harus mulai mengatur pola hidup agar tidak timbul komplikasi.
Kompensasi hiperinsulinisme yang terjadi memacu proliferasi sel-sel endotel

pembuluh darah dan terjadi penyempitan.23 24

2.1.3.1.3. Diagnosis DM
2.1.3.1.3.1. Pemeriksaan fisik

Seseorang dicurigai menderita DM bila ditemukan keluhan- keluhan fisik
seperti : poliuria, polidipsia, polifagia, berat badan menurun cepat tanpa penyebab
yang jelas, makan banyak tetapi berat badan menurun serta keluhan tidak khas:
kesemutan, gatal di daerah genital, keputihan, infeksi sulit sembuh, bisul yang

hilang timbul, penglihatan kabur, cepat lelah, mudah ngantuk dan lain-lain.”



2.1.3.1.3.2.Pemeriksaan Laboratorium

Bila keluhan khas dan GDS > 200 mg/dl atau gula darah puasa > 126
mg/dl cukup untuk menegakkan diagnosis DM Bila tanpa keluhan khas, hasil
pemeriksaan abnormal sekali saja belum cukup menegakkan diagnosis DM, perlu
dilakukan pengulangan satu Kali lagi, atau dapat dilakukan tes TTGO.*

Tabel 1. Interpretasi hasil pemeriksaan Glukosa darah.?

Bukan DM  Belum pasti DM

DM
Konsentrasi glukosa darah Plasma vena <110 110-199 >200
Sewaktu (mg/dl) Darah kapiler <90 90 -199 >200
Konsentrasi glukosa darah Plasma vena <110 110 - 125 >126
Puasa (mg/dl) Darah kapiler <90 90 - 109 >110

Perkeni 2006.
2.1.4.Gambaran klinis PJK

Manifestasi klinik PJK dapat berupa penyakit jantung iskemik
asimptomatik, angina pektoris stabil, sindroma koroner akut ( angina tidak stabil,
infark miokard non ST elevasi / NSTEMI, infark miokard akut ST elevasi

/STEMI), dan kematian jantung mendadak. '’

2.1.5 Diagnosis PJK



Diagnosis ditegakkan dengan serangkaian pemeriksaan fisik, pemeriksaan
elektrokardiografi (EKG) dan pemeriksaan laboratorium petanda jantung ,

treadmill serta kateterisasi jantung.’

2.1.5.1. Pemeriksaan Laboratorium PJK

Pemeriksaan Laboratorium antara lain creatine kinase ( CK ) total dan
CK-MB, isoensim lactat dehydrogenase ( LDH ). CK-MB, mioglobin, troponin T
dan 1.2** Pemeriksaan petanda disfungsi endotel yang juga dapat memprediksi
kejadian penyakit arteri perifer saat ini adalah Nitric Oxide, ICAM-1, VCAM-1, E-
selectin, LOX-1, ligan CD40 dan hs-CRP serta ADMA Penggunaan petanda
disfungsi endotel dan petanda inflamasi dapat memberi nilai prognostik yang lebih

baik.>*!

2.1.5.2. Pemeriksaan Diagnostik Lain

Pemeriksaan EKG yang berguna untuk menunjukkan adanya iskemia
selama angina. Treadmill atau bicycle exercise test merupakan tes yang dapat
memicu nyeri dada yang ditunjukkan dengan EKG. Pemeriksaan lain adalah
angiografi koroner atau Kkateterisasi jantung yang merupakan gold standard
diagnosis PJK.*
2.1.5.2.1. Pemeriksaan derajat stenosis pada PJK

Pemeriksaan angiografi koroner memberikan informasi tentang lokasi lesi,

derajat obstruksi ada tidaknya sirkulasi kolateral serta derajat penyempitan atau



oklusi arteri koroner pada penderita PJK. Dilakukan dengan kateterisasi arterial
dengan anastesi lokal, biasanya pada arteri femoralis, arteri radialis atau
brakialis. Kateter dimasukkan di bawah kontrol ahli kardiologi ke ventrikel Kiri
dan arteri Kkoronaria Kiri dan kanan, kemudian dimasukkan kontras media. Lesi
yang sering tampak pada angiogram koroner adalah stenosis atau oklusi oleh
ateroma yang bervariasi derajat luas dan beratnya, dengan kemungkinan adanya
sirkulasi kolateral. Lokasi, morfologi dan beratnya lesi stenosis dapat dianalisis
dengan lebih rinci, dan dapat memberikan informasi penting untuk rencana
tindakan selanjutnya.33’34

Derajat stenosis diukur dengan evaluasi visual dari persentasi pengurangan
diameter relatif terhadap segmen normal yang berdekatan. Stenosis
dikategorikan

menurut kriteria Bluth dkk adalah ringan (mild) < 30%, moderate 30% -59 %,

severe 60% - 79% dan critical 80% - 99%. 3538
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Gb.2. Stenosis arteri koronaria dengan angiografi koroner
( dikutip sesuai asli, Dokumentasi Catlab RSDK.no **)

2.2. Nitric Oxide (NO)
2.2.1. Definisi

Nitric Oxide adalah endohelial-derived relaxing factor (EDRF) yang disintesa
dan dilepaskan oleh sel endotel, merupakan vasodilator kuat, dimana
pelepasannya dirangsang oleh bradikinin. Dalam jumlah yang kecil dikeluarkan
secara alami dari pembuluh darah untuk konstriksi.’ i
2.2.2. Struktur dan genetika
2.2.2.1. Struktur

Di dalam tubuh nitric oxide synthase (NOS) mempunyai 3 jenis isoenzim,
yaitu endothelial NO synthase (e NOS), neuronal NO synthase (nNOS), dan
inducible NO synthase (iNOS).*

Enzim eNOS, suatu bentuk enzim yang bersifat dependen Ca, dapat
ditemukan pada berbagai jenis sel dan bertanggungjawab dalam produksi

sebagian besar NO pada pembuluh darah yang sehat dilepas secara kontinyu oleh



sel endotel arteri maupun vena dan trombosit. nNNOS merupakan bentuk khusus
dari eNOS yang berfungsi pada sistem saraf.

INOS, merupakan suatu bentuk enzim yang dapat diinduksi, dapat
ditemukan dan dilepas oleh miosit, makrofag, dan sel endotel pembuluh darah
kecil yang diaktifkan serta dapat diinduksi oleh stimulus imunologis oleh sitokin
dan endotoxin. Nitric oxide disintesis oleh sel endotel dari L-arginine dan oksigen
molekular. Aliran darah dan tekanan pada endotel yang disebabkan oleh aliran
darah menginduksi sintesis NO melalui fosforilasi nitric oxide synthase (NOS).
Nitric oxide synthase mengkatalisis reaksi dengan mengkonversi L-arginine
menjadi citrulline dan NO serta memerlukan bantuan calmodulin dan pteridin
tetrahydrobiopterin (BH4) sebagai kofaktor."!
2.2.2.2. Genetika.

Ada 3 bentuk nitric oxide yang dikenal yaitu :

1. nNOS, terdapat dalam kromosom 12q24.2, dimana aktifitasnya tergantung
pada peningkatan kadar Ca2+, ditemukan pertama kali pada neuron.

2. iNOS, terdapat pada gen 17 cen-ql12, aktifitasnya tidak tergantung kadar

Ca2+.

3. eNOS gen pengkodenya terdapat dalam kromosom 7q35-36,pertama kali

diidentifikasi di sel, aktifitasnya tergantung pada peningkatan kadar Ca2+.

2.2.3. Peran metabolik



Nitric oxide synthase (NOS) dibentuk oleh dua unit katalitik berbeda
sebagai C-terminal reductase domain dan N-terminal oxygenase domain. NOS
bekerjasama dengan BH4 dalam jumlah cukup mensintesis NO dan pada
peningkatan stress oksidatif, mengakibatkan produksi peroksinitrit. Resultan NO
menginduksi guanilat siklase untuk sintesis cGMP dari cGTP. cGMP memfasilitasi
hiperpolarisasi sel akibat aktivasi kanal K. Reaksi ini mengakibatkan inhibisi
kalsium dan menghasilkan vasodilatasi sistem kardiovaskular. Sel endotel
memproduksi NO sebagai vasodilator pembuluh darah, inhibitor trombosit dan

menghambat migrasi serta ploriferasi sel otot polos.

i ™

Healthy Narrowed Artery [nlated Artery
Blood Vesse]  (Lackof Mitrie Oxide)  (Increased Mitne Oxide)

p. A

Gb.3 Peran NO pada pembuluh darah arteri
(dikutip sesuai aslinya,http://www.courtneynowell.com.41 )
Efek biologik NO terhadap pembuluh darah adalah:
1. NO berasal dari endotel dan merupakan vasodilator poten untuk pembuluh
darah.
2. Sebagai inhibitor trombosit dimana katakteristik eNOS diexpresikan oleh

sel trombosit maupun sel endotel sama, tetapi secara kuantitatif yang



berasal dari endotel jauh lebih besar. NO bentuk eNOS ini penting dalam
regulasi fungsi trombosit yaitu adhesi, agregasi dan aktivasi (pelepasan
substansi) sehingga menentukan keseimbangan fisiologik dan trombosis.

3. Bersifat anti inflamasi dan anti aterogenik. NO menghambat migrasi dan
adhesi lekosit pada endotel, ploriferasi dan migrasi sel otot polos pembuluh
darah, aktivasi dan ekspresi molekul adhesi, menghambat produksi ion
superoxide anion dan oksidasi LDL.

Sebagai mediator apoptosis untuk berbagai macam sel termasuk endotel
dan otot polos. Efek mediator apoptisis tergantung besarnya konsentrasi
NO, dimana kadar NO yang rendah melalui mediator eNOS akan berefek
anti apoptosis, sedangkan bila kadar NO tinggi melalui mediator iNOS
mempunyai efek sitotoxik dan apoptosis. Kemampuan NO melalui mediator
iNOS berefek  proapoptosis dan anti ploriferatif pada otot polos
mencerminkan peran iNOS pada remodelling pembuluh darah >4
Waktu paruh NO di dalam jaringan sangat singkat (sekitar 3-4 detik),
maka pemeriksaan NO secara langsung tidak mudah dilakukan oleh karena itu
pemeriksaan dilakukan dengan cara tidak langsung dengan menggunakan reaksi
Griess.”
2.2.4. Hubungan DM, PJK dan NO
Diabetes melitus menjadi faktor risiko PJK, dan meningkatkan risiko

sebanyak 2 kali untuk laki-laki dan 4 kali untuk perempuan melalui terjadinya

komplikasi makrovaskuler yang didasari proses aterosklerosis. Penelitian klinik



menunjukkan bahwa pada DM lesi aterosklerotik mempunyai tendensi lebih berat
dan mengenai pembuluh-pembuluh darah kecil, sehingga mortalitas meningkat
hingga 5 kali.> Hiperglikemia menyebabkan komplikasi makrovaskuler dengan
mempengaruhi polyol pathway, AGES/RAGE, aktivasi PKC dan hexosamine yang
berakibat peningkatan produksi superoxida dalam mitokondria.

Hipergklikemia akut maupun kronis menyebabkan disfungsi endotel
melalui polyol pathway menyebabkan pengurangan NADPH yang diperlukan
untuk regenerasi molekul oksidan. Adanya penurunan NaK ATPase juga
mengakibatkan penurunan rasio NADH/NAD. Hiperglikemia juga meninggikan
sintesa diasilgliserol dan mengaktifkan PAC. Akhirnya PAC akan meningkatkan
produksi faktor pertumbuhan seperti vascular endothelial growth factor (VEGF),
epidermal growth factor (EGF), transforming growth factor beta(TGF-p) yang
penting untk proses remodeling.Faktor lain yang dipengaruhi PKC adalah faktor
protrombotik seperti von Willebrand, PAI-1 faktor X dan fibrinogen.
Hipergklikemia akan meningkatkan AGE yang menyebabkan kemudahan oksidasi
LDL dan mengaktifkan RAGE yang berpengaruh terhadap pelepasan interleukin-
1 (IL-1), tumor necrosis factor a (TNF-a) dan faktor pertumbuhan (GH ) yang
merangsang migrasi dan ploriferasi otot polos.“’47

Advanced glication end products (AGEs) adalah produk glikosilasi non
enzimatik dari protein maupun lemak yang terakumulasi secara berlebihan pada
jaringan vaskular. Tingkat glikosilasi non enzimatik ini terutama ditentukan oleh

tingginya kadar gula dan lamanya kadar yang tinggi tersebut dalam darah.



Reseptor AGEs ( RAGE) terdapat pada permukaan sel, dimana rangsangan pada
reseptor ini dapat mengaktifkan fungsi inflamasi dari sel-sel endotel, otot polos
dan makrofag yang merupakan sel-sel yang sangat terlibat pada proses
aterogenesis maupun inflamasi pada dinding arteri penderita DM. Diduga kuat
adanya keterkaitan antara RAGE dengan pembentukan dan stabilitas plak
ateroma pada penderita DM yang tidak terkontrol. Blokade terhadap RAGE
mungkin merupakan strategi baru untuk menstabilkan plak aterosklerosis dan
inflamasi vaskuler pada DM dan HbAlc menunjukkan suatu protein yang telah
mengalami glikasi non enzimatik dan berhubungan dengan kadar AGEs, sehingga
pengontrolan gula darah yang ketat akan mencegah komplikasi vaskuler pada
DM 4849
Pada penderita DM adanya hiperglikemia, peningkatan asam lemak
bebas dan resistensi insulin mengakibatkan disfungsi endotel dengan inhibisi
sintesis NO atau meningkatkan katabolisme NO. Insulin meningkatkan aktivitas
NOS dengan menstimulasi phosphotidylinositol-3 kinase dan Akt kinase. Transduksi
sinyal dengan insulin melalui jalur phosphotidylinositol-3 kinase pada penderita
resistensi insulin terganggu. Insulin menstimulasi NOS menjadi lebih sedikit dan
produksi NO menurun. Akibatnya, endothelin diproduksi lebih banyak dan terjadi
peningkatan inflammasi dan trombosis.™
Hiperglikemia meningkatkan produksi anion superoksida oleh karena
transport elektron mitokondria. Superoksida mengaktivasi protein kinase C.

Aktivasi protein kinase C, menstimulasi NAD(P)H oksidase yang terikat pada



membran untuk menghasilkan superoksida lebih banyak lagi. Reaktivitas
superoksida dan NO mengakibatkan produksi peroksinitrit. Peroksinitrit
mengoksidasi BH4 yang merupakan suatu kofaktor untuk NOS. Situasi ini
mengakibatkan NOS untuk menghasilkan superoksida daripada menghasilkan
NO. Anion superoksida juga meningkatkan produksi advanced glycation end
products (AGEs). AGE meningkatkan produksi superoksida dan radikal oksigen
reaktif. Lebih jauh lagi, stress oksidatif yang disebabkan oleh hiperglikemia akan
menginhibisi DDAH. Hal ini akan meningkatkan kadar ADMA, sebagai akibatnya

. . 49,50
sintesis NO menurun.””
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Peningkatan jumlah asam lemak bebas yang terlihat pada diabetes melitus
dan resistensi insulin, mempengaruhi keseimbangan NO secara berlawanan
dengan meningkatkan oksigen radikal bebas, mengaktivasi protein kinase C dan
mengakibatkan dislipidemia.

Mekanisme lain untuk terjadinya disfungsi endotel pada diabetes mellitus
dan resistensi insulin adalah peningkatan pelepasan vasokonstriktor prostanoid
dan endothelin. Bahkan, pada manusia sehat, pemberian insulin berakibat pada

peningkatan konsenstrasi endothelin-1 pada plasma.”

OXIDATIVE STRESS AND ATHEROGENESIS

= OMDATION

MONGCYTES “ BLATELET

wﬂnu

-
MONOCYTE

HESION Lnl_cg%;g;aum

-
mCP
ENDOTHELIAL

i Vans

® Prosgmitrite plake

-

o MMP
Monocyte traxformation Foam cellx — rupture

mecropheges

MACROPHAGES

L L 3 4lllllllllll

™ SITES DF ACTION OF OXIDATIVE
STRESS

Gb.5 Mekanisme pengaruh oksidatif stress pada kejadian aterogenesis
( Di Kkutip sesuai asli : http://www.geocities.com.*® )

Peranan NO pada penderita PJK melalui mekanisme terjadinya disfungsi
endotel, walaupun ada faktor lain yang juga mempengaruhi terjadinya disfungsi

endotel selain NO, mengakibatkan kegagalan pada efek antikoagulan vasoaktif



dan pada efek anti-inflamasi dari endotel yang sehat. Tonus vaskuler yang normal
tergantung pada keseimbangan antara molekul vasokonstriktor dan vasodilator
yang dilepaskan dari endotel, dimana pada endotel yang sehat, keseimbangan
bergeser ke arah vasodilatasi, yaitu insufisiensi substrat seperti penurunan L-
arginine pada sel, adanya defek dalam transport L-arginine ke sel, adanya
inhibitor NOS seperti asymmetrical dimethylarginine (ADMA) serta NG-
monomethyl-L-arginine (L-NMMA), meningkatkan molekul oksigen reaktif,
penurunan difusi NO oleh karena penebalan tunika intima, mutasi pada ekspresi
gene NOS, peningkatan katabolisme NO, insufisiensi kofaktor serta peningkatan
molekul vasokonstriktor.

Masalah mendasar pada disfungsi endotel adalah defisiensi pada
bioavailabilitas NO, maka strategi yang bertarget pada peningkatan
bioavailabilitas NO akan membantu dalam pencegahan berbagai penyakit

kardiovaskular dengan terapi terhadap disfungsi endotel.*>132

2.2.5. Faktor-faktor lain yang mempengaruhi NO
2.2.5.1. Merokok

Merokok menurunkan aktivitas NO secara langsung dan tak langsung.
Merokok menurunkan produksi NO dengan menurunkan kadar BH4. Penurunan
bioavailabilitas BH4 mengakibatkan uncoupling pada eNOS. Hal ini memicu
peningkatan pembentukan peroksinitrit dan supresi aktivitas eNOS lebih lanjut.

Di lain pihak, merokok merupakan salah satu faktor risiko mayor untuk



aterosklerosis. Merokok meningkatkan trigliserida dan LDL, dan juga
menurunkan HDL. Merokok menginduksi aktivasi platelet dan ekspresi molekul
adhesi permukaan, mengakibatkan suatu kondisi pro-trombotik. Merokok juga
meningkatkan homosistein, yang memiliki efek toksik langsung pada endotel
vaskular. Merokok juga menstimulasi resistensi insulin.

Efek ini menghasilkan suatu kondisi inflamasi derajat rendah dengan suatu
peningkatan oksigen radikal bebas, fibrinogen dan CRP yang sangat sensitif dan
terkadang penurunan pada bioavailabilitas NO. Efek merusak dari merokok
terbukti bersifat independen terhadap dosis. Jadi baik perokok berat maupun
perokok ringan memiliki efek serupa pada endotel. Merokok menyebabkan
peningkatan agregasi trombosit, penurunan produksi prostasiklin, peningkatan
oxidized-LDL (ox-LDL), penurunan HDL, stres oksidatif, menghambat aktifitas

NOS, dan meningkatkan respon vasokonstriksi endotelin.>

2.2.5.2. Hipertensi

Pada hipertensi terjadi penurunan sintesis dan pelepasan nitrit oksida (NO)
yang mengakibatkan penurunan respons asetilkolin sebagai endothelium dependent
relaxation. Hipertensi juga menginduksi stres oksidatif pada dinding vaskuler.
Radikal superoksid dapat merusak NO sehingga terjadi penarikan sel
mononuklear ke dalam subendotel dan menyebabkan terjadinya plak

aterosklerotik dan menginduksi progresifitas plak.45



2.2.6. Metode Pemeriksaan NO
2.2.6.1 Prinsip pemeriksaan

Pengukuran disfungsi endotel bisa dilakukan secara langsung atau pun
tidak langsung.. Metode pengukuran nitric oxide secara tidak langsung banyak
digunakan dalam penelitian-penelitian klinis. Metode secara langsung misalnya
dengan Electron Spin Resonance (ESR) sedangkan metode secara tidak langsung
seperti pengukuran kadar nitrit dan nitrat dengan metode reaksi Griess.™

Reaksi Griess merupakan pemeriksaan NO dengan cara tidak langsung
secara spektrofotometrik dengan menggunakan reagen Griess Pemeriksaan ini
melibatkan konversi enzimatik dari nitrat menjadi nitrit, oleh enzim Nitrat
Reduktase, dilanjutkan dengan deteksi kolorimetri dari nitrit sebagai suatu produk

azo dye bewarna dari reaksi Griess yang mengabsorbsi cahaya tampak 540 nm.>>” 6

2.2.6.2 Nilai rujukan
Kadar NO orang normal berkisar 32 + 4,9 umol/ liter (rata-rata + simpang

baku).™

2.2.6.3 Interferensi hasil



Reaksi Griess melibatkan interaksi antara ion nitrit dengan 2 molekul
organik dan melibatkan reaksi oksidasi dan nukleofilik. Komponen buffer atau
sampel yang dapat mengganggu oksidasi dan reaksi nukleofilik ini dapat
mengganggu pembentukan warna. Konversi nitrat menjadi nitrit melibatkan
enzim Nitrat Reduktase. Komponen buffer atau sampel apapun yang dapat
mengganggu enzim ini akan mengurangi konversi sampel nitrat menjadi nitrit
sehingga akan memberikan angka estimasi NO yang lebih rendah.

Contoh nukleofil dan antioksidan yang dapat mengganggu pemeriksaan ini
adalah azide, asam askorbat, sulfhidril yang mengandung komponen seperti
sistein, glutation, DTT, dan B-mercaptoethanol

Beberapa media kultur jaringan, seperti RPMI, mengandung konsentrasi
nitrat yang tinggi sehingga tidak boleh digunakan karena dapat menganggu

sensitivitas deteksi.>”>®
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2.4. Kerangka konsep

Status DM Kadar

. - . Derajat stenosis PJK
penderita PJK Nitric Oxide

\ 4
\ 4

2.5. Hipotesis

Berdasarkan kerangka konsep maka hipotesis yang diajukan adalah :

1. Kadar nitric oxide penderita PJK dengan DM lebih rendah dari

penderita PJK tanpa DM.

2. Derajat stenosis penderita PJK dengan DM lebih Dberat

dibandingkan dengan penderita PJK tanpa DM.



BAB 3

METODE PENELITIAN

3.1. Ruang lingkup penelitian
Ruang lingkup penelitian adalah ilmu Patologi Klinik khususnya sub ilmu

Kardiologi.

3.2. Tempat dan waktu penelitian
Wilayah penelitian ini adalah unit perawatan jantung ( UPJ ) RSUP

Dr.Kariadi Semarang dan pemeriksaan nitric oxide dilakukan di laboratorium



GAKI Fakultas Kedokteran Universitas Diponegoro. Penelitian dilaksanakan pada

bulan September 2009 — Oktober 2009.

3.3. Disain penelitian
Penelitian ini menggunakan disain observasional analitik dengan

pendekatan belah lintang.

3.4. Populasi dan sampel
3.4.1. Populasi target

Populasi target adalah pasien PJK yang datang ke poliklinik dan bangsal
rawat inap bagian UPJ.
3.4.2. Populasi terjangkau.
Populasi terjangkau adalah penderita PJK dengan DM atau tanpa DM yang
derajat stenosisnya ditentukan oleh kardiolog melalui kateterisasi jantung di UPJ

RS. Dr. Kariadi.

3.4.3. Sampel penelitian

Pemilihan subjek penelitian dilakukan secara consecutive sampling dengan
memenuhi Kkriteria inklusi dan eksklusi penelitian. Sampel penelitian adalah
penderita PJK dan tanpa DM yang memenuhi kriteria inklusi. Derajat stenosis
ditegakkan dengan Kkateterisasi oleh dokter spesialis jantung, sedangkan DM

ditegakkan dengan anamnesa serta pemeriksaan gula darah.



3.4.3.1. Kriteria inklusi
e Pasien PJK yang menjalani program diagnostik penyakit jantung dengan
kateterisasi
e Bebas obat yang berpengaruh terhadap kadar nitric oxide (anti oksidan,
vitamin C)

e Bersedia ikut serta dalam penelitian ini

3.4.3.2. Kriteria eksklusi
e Obesitas

e Tidak memenuhi Kriteria inklusi

3.3.3. Besar sampel

Besar sampel dihitung berdasarkan rumus : 9

N=2 (Za+78) S
X1 -X2
Dimana ditetapkan nilai :

Zo = 1,6 ( tingkat kemaknaan a = 0,05)

7B 0,84 ( power penelitian =80 % )

S = 0,6 ( simpang baku dari penelitian sebelumnya )



X1-X2 = 05 ( selisih rata-rata minimal yang dianggap bermakna yang
ditetapkan oleh peneliti)

Perhitungan yang diperoleh :

(1,64 + 0}4 )0,6 2
N=2
05 _/

= 2(2,976)*

=177 ~18

Besar sampel 18 dengan memperhitungkan faktor koreksi drop out ( diperkirakan

minimal 10 % ) maka besar sampel menjadi 20 untuk tiap kelompok.

3.5. Alur kerja

Penderita PJK dengan dan tanpa DM
yang menjalani angiografi koroner

Kriteria inklusi

Pengambilan spesimen

Kriteria eksklusi




3.6. Variabel penelitian dan definisi operasional

3.6.1. Variabel bebas
Variabel bebas adalah :
Kategori status DM penderita PJK
Skala data : nominal

3.6.2. Variabel antara



Variabel antara adalah :
Nitric oxide
Skala data : ratio

3.6.3. Variabel tergantung
Variabel tergantung adalah :
Derajat stenosis

Skala data : ordinal

3.6.4. Definisi operasional variabel

Penderita DM adalah penderita yang memenuhi kriteria sebagai berikut :
e Hasil pemeriksaan gula darah puasa> 126 mg/dl
e Hasil pemeriksaan gula darah 2 jam pp > 200 mg/dl
Penderita PJK adalah kondisi dimana penderita dengan hasil angiografi koroner
ditemukan adanya stenosis minimal pada satu arteri koroner.
Nitric oxide adalah kadar nitric oxide dalam serum yang diperiksa dengan metode

kolorimetrik, dinyatakan dalam umol/liter

Derajat stenosis : kategori stenosis adalah ringan (mild) < 30%, moderate 30% - 59

%, severe 60 % - 79 % dan critical 80 % - 99%.

3.7. Cara kerja



. Data penderita dikumpulkan dari catatan medik, pemeriksaan laboratorik
dan wawancara menggunakan kuesioner yang telah disiapkan.

. Pengumpulan data dimulai dari pengumpulan data penderita PJK dengan
DM dan tanpa DM yang memiliki indikasi dan sudah diprogram untuk
menjalani kateterisasi oleh dokter spesialis jantung.

. Kemudian dilakukan wawancara, pengisian kuesioner, pemeriksaan fisik dan
pengambilan sampel darah sebelum dilakukan kateterisasi.

. Darah diambil dari vena mediana cubiti sebanyak 5 cc dan dimasukkan ke
dalam tabung tanpa antikoagulan, dibiarkan menjendal selama 30 menit
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 1000g selama 15 menit, serum yang
diperoleh dipisahkan kemudian disimpan dalam suhu beku ( - 20°C).

Sampel darah yang didapat akan diperiksa kadar nitric oxide dengan tehnik
kolorimetrik, kadarnya dinyatakan dalam satuan umol/ liter

. Derajat stenosis didapatkan dari hasil kateterisasi dinyatakan dalam persen
Dilakukan analisis statistik pada kedua kelompok tersebut untuk mencari
perbedaan kadar nitric oxide dan derajat stenosis pada penderita PJK dengan

DM dibandingkan dengan penderita PJK tanpa DM.

3.8. Prosedur pemeriksaan nitric oxide

1. Spesimen yang digunakan adalah serum
2. Siapkan semua reagen standart kerja dan sampel-sampel.

3. Tambahkan 200pL buffer reaksi (1x) ke wells blangko



4. Tambahkan 50 pL buffer reaksi ke lubang-lubang wells untuk standard nol

5. Tambahkan 50 uL Nitrit standart atau sampel ke wells lainnya.

6. Tambahkan 50 pL buffer reaksi (1x) ke semua wells sampel dan standard.

7. Tambahkan 50pL reagen Griess I ke tiap well kecuali wells blangko

8. Tambahkan 50pL reagen Griess II ke tiap well kecuali wells blangko.
Campurkan dengan menggoyang plate dengan perlahan.

9. Inkubasi selama 10 menit pada suhu ruang.

10. Tentukan optical density (OD) dari tiap well menggunakan microplate reader

set pada 540 nm.

3.9.1 Analisis data

Data dikumpulkan meliputi wawancara, pemeriksaan fisik dan
pemeriksaan laboratorium. Data yang terkumpul dilakukan editing, koding, dan
dimasukkan ke dalam program komputer menggunakan perangkat lunak SPSS
10.05. Dilakukan uji normalitas data dengan Shapiro- Wilk, didapatkan distribusi
data tidak normal untuk rerata kadar NO sehingga penghitungannya
menggunakan uji Mann Withney, sedangkan untuk derajat stenosis digunakan uji

Chi-square

3.9.2. Etika penelitian



Sebelum penelitian dilakukan, seluruh subyek penelitian diminta
persetujuannya dengan informed consent tertulis. Informed consent diperoleh dari
penderita dengan diketahui oleh keluarga yang bersangkutan. Identitas pasien
dirahasiakan dan seluruh biaya yang berhubungan dengan penelitian menjadi

tanggung jawab peneliti.
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