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Abstrak

Stroke merupakan keadaan defisit neurologik secara fokal dan global. Salah satu
pengobatan yang digunakan adalah antiplatelet seperti clopidogrel yang dapat
menghambat pembentukan trombus yang bisa menurunkan angka kematian.
Dalam perkembangan pengobatan, terdapat variasi respon pasien terhadap terapi
clopidogrel. Variasi respon tersebut seperti polimorfisme reseptor P2Y12 yang
berdampak pada farmakokinetik dan farmakodinamil dari clopidogrel. Tujuan
dari penelitian ini adalah untuk menyetahui pengaruh kejadian polimorfisme
reseptor P2Y12 terhadap kejadian stroke berulang. Metode yang digunakan
dalam peneltian ini adalah metode Polymerase Chain Reaction (PCR) yaitu
dengan cara pemeriksaan polimorfisme genetik P2Y12 dan dilakukan
pemantauan setiap bulan untuk mengetahui kejadian stroke berulang. Hasil yang
diperoleh dari penelitian ini adalah dari 20 sampel diperoleh jenis polimorfime
P2Y12 homozygot (wild type), untuk kejadian stroke berulang diperoleh 4
sampel yang mengalami kejadian stroke berulang, dan analisis pengaruh
polimorfisme P2Y12 terhadap kejadian stroke berulang diperoleh nilai
signifikansi >0,05, sehingga dalam penelitian ini dapat disimpulkan bahwa tidak
terdapat pengaruh antara polimorfisme P2Y12 terhadap kejadian stroke
berulang.
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Abstract

Stroke is a condition of focal and global neurologic deficit. One of the treatments
used is antiplatelet such as clopidogrel which can inhibit thrombus formation
which can decrease mortality. In the development of treatment, there are
variations in the patient's response to clopidogrel therapy. These response
variations such as P2Y12 receptor polymorphisms that affect the
pharmacokinetics and pharmacodynamics of clopidogrel. The study aim to
determine the effect of the incidence of P2Y12 receptor polymorphisms on the
incidence of recurrent stroke. The method used in this research is the method
Polymerase Chain Reaction (PCR) by examining the P2Y12 genetic
polymorphism and monitoring every month to determine the incidence of
recurrent stroke. The results obtained from this study are from 20 samples
obtained homozygous P2Y12 polymorphism type(wildtypes),for the incidence of
recurrent stroke obtained 4 samples who experienced recurrent stroke, and
analysis of the influence of the P2Y12 polymorphism on the incidence of
recurrent stroke obtained a significance value of > 0.05, so in this study it can
be concluded that there is no effect between the P2Y12 polymorphism on the
incidence of recurrent stroke
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A. Pendahuluan

Stroke adalah keadaan ditemukan tanda
klinis yang berkembang cepat berupa defisit
neurologik fokal dan global yang dapat
berlangsung selama 24 jam atau lebih dan dapat
menyebabkan kematian [1]. Menurut data World
Stroke Organization (WSO) menunjukkan
setiap tahunnya terdapat 13,7 juta kasus baru
stroke dan sekitar 5,5 juta kematian akibat
penyakit stroke. Di Indonesia prevalensi stroke
berdasarkan diagnosis dokter pada penduduk
umur > 15 tahun sebesar 10,9% atau
diperkirakan sebanyak 28.886.669 orang. Di
Provinsi Jawa Timur penyakit stroke menempati
urutan ke tujuh sebesar 12,4% dari 34 provinsi
di Indonesia atau diperkirakan sebanyak
4.898.105 orang.[2] Ada beberapa terapi stroke
iskemik diantaranya trombolitik, antikoagulan,
antiplatelet dan pembedahan. Salah satu terapi
yang digunakan untuk penderita stroke iskemik
adalah antiplatelet.

Antiplatelet merupakan golongan obat
yang menghambat agregasi trombosit sehingga
dapat menyebabkan terhambatnya pembentukan
trombus. Terdapat berbagai jenis antiplatelet
yang dapat digunakan, seperti cyclo-oxygenase-
1 (COX-1) inhibitor (aspirin), antagonis reseptor
P2Y12 dengan ADP (thienopyridine seperti
ticlopidine,  clopidogrel,  prasugrel  dan
ticagrelor), antagonis glycoprotein Ilb/llla
(abciximab, eptifibatide dan tirofiban). Terdapat
fakta bahwa beberapa pasien memiliki kondisi
yang tidak baik terhadap hambatan agregasi
platelet atau mengalami respon yang rendah
terhadap terapi antiplatelet, dimana kondisi
tersebut dapat dikatakan sebagai kondisi
“resistensi” [3].

Antiplatelet golong.\an thienopyridine
dapat menghambat reseptor P2Y12 ADP secara
irreversibel. Dalam perkembangannya terdapat
beberapa faktor yang menyebabkan variasi
respon pasien terhadap terapi clopidogrel.
Variasi respon terhadap clopidogrel tersebut
berdampak pada farmakokinetik maupun
farmakodimanik dari clopidogrel. Pada reseptor
P2Y12 diketahui memiliki variasi genetik yang
dapat meningkatkan agregasi platelet dan juga
memiliki peran dalam menimbulkan Coronary
Artheri Disease (CAD) [4]. Beberapa faktor
yang mempengaruhi variasi dari efektivitas
clopidogrel antara lain polimorfisme reseptor
P2Y12, ketidakpatuhan, diet, status merokok,
usia dan pengobatan lain (interaksi antar obat)
[5]. Polimorfisme genetik yang terjadi pada
reseptor P2Y12 menjadi salah satu faktor
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penyebab variasi respon terhadap clopidogrel

[6].

Reseptor P2Y12 merupakan reseptor
yang mempengaruhi aktivitas platelet jika terjadi
stimulasi [7]. Stimulasi pada reseptor P2Y12
menyebabkan hambatan pada adenilat siklase
dan aktivasi dari phosphoinositide-3 kinase yang
efek akhir dari aktivitas tersebut adalah terjadi
peningkatan aktivitas pada reseptor glycoprotein
lIb-1lla  (GPlIb-1lla) terhadap fibrinogen
sehingga berpengaruh pada ikatan antara
fibrinogen dan  agregasi  platelet  [8].
Polimorfisme genetik reseptor P2Y 12 memiliki
keterkaitan dengan perbedaan hambatan pada
agregasi platelet dan ini mempengaruhi respon
pasien terhadap terapi clopidogrel yang
diberikan [9]. Pada suatu penelitian yang
dilakukan oleh Cavallari et al, menyatakan
bahwa variasi genetik pada reseptor P2Y12
memiliki kaitan dengan peningkatan kejadian
Coronary Artheri Disease (CAD) yang
signifikan [3].

Polimorfisme P2Y12 dapat
menimbulkan penurunan respon terhadap
pemberian  terapi  clopidogrel,  sehingga
hambatan terhadap agregasi platelet terganggu
dan hal ini dapat menimbulkan peningkatan
resiko terjadinya serangan CVD event yang
berulang [10]. Pada penelitian yang dilakukan
oleh Ziegler et al, disebutkan bahwa variasi
genetik pada gen reseptor P2Y12 (34C>T)
berkaitan dengan peningkatan cerebrovascular
event pada pasien peripheral artery disease yang
mendapatkan terapi clopidogrel [11]. Selain itu
berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh
Fontana et al, disebutkan bahwa polimorfisme
genetik pada reseptor P2Y12 telah terbukti
berkaitan tidak hanya dengan kejadian CAD tapi
juga dengan kejadian peripheral arterial disease

[4].

Berdasarkan data di atas maka
dilakukan penelitian yang bertujuan untuk
mengetahui pengaruh polimorfisme P2Y 12 pada
penggunaan antiplatelet terhadap kejadian
Stroke Berulang.

. Metode

Alat dan Bahan

Pemilihan sampel dilakukan dengan
menggunakan informed consent dan kuesioner
Morisky-8, Setiap sampel diambil darah dengan
disimpan di tabung EDTA. Purifikasi DNA
dengan menggunakan Wizard® Genomic DNA
Purification Kit dan pemeriksaan Polimorfisme
reseptor P2Y12 dengan menggunakan alat

Polymerase Chain Reaction (PCR). 102



Metode Pelaksanaan

Pemilihan sampel dilakukan sesuai dengan
kriteria inklusi yaitu bersedia mengisi informed
consent, telah menggunakan clopidogrel
minimal 1 bulan dan patuh minum obat dengan
hasil kuesioner Morisky-8 mendapat skor 10.
Sedangkan untuk kriteria eksklusi sampel yaitu
pasien yang sedang menjalani kemoterapi.
Pengambilan sampel darah dilakukan di
laboratorium RSUD Dungus Kota Madiun,
semua pasien yang menjadi sampel penelitian
telah puasa selama 10-12 jam. Darah diambil
sebanyak 3 cc dan dimasukkan ke dalam tabung
EDTA dan disimpan pada suhu -20°C dan siap
untuk dilakukan pemeriksaan Polymerase Chain
Reaction (PCR). Pemeriksaan Polymerase
Chain  Reaction (PCR) dilakukan di
laboratorium Kimia Stikes BHM. Sebelum
dilakukan pemeriksaan PCR, sampel darah
dilakukan proses purifikasi DNA dengan
menggunakan  Wizard® Genomic DNA
Purification Kit. DNA murni yang sudah
diperoleh dilakukan proses Polymerase Chain
Reaction (PCR). Hasil dari PCR dilakukan
visualisasi ~ secara  elektroforesis  untuk
mengetahui pita DNA. Jika pita yang dihasilkan
tunggal disebut “homozygot”, namun jika pita
lebih dari satu disebut “heterozygot”. Sedangkan
untuk jenihs polimorfisme dapat dilihat dari nilai
base pairs (bp) dari masing-masing pita. Jika
nilai bp 156 disebut “wild-type”, jika nilai bp
126+30 disebut ‘“rarer-type”. Pengamatan
kejadian stroke berulang dilakukan pegamatan
setiap bulan setelah pengambilan sampel.

C. Hasil dan Pembahasan

1. Proses Pemilihan Sampel Penelitian.

Sebanyak 325 sampel pasien dengan stroke
diperoleh sebanyak 120 sampel menggunakan
terapi Clopidogrel. Setelah dilakukan skrining
sesuai kriteria inklusi dan eksklusi diperoleh
sampel akhir sebanyak 20 sampel. Data
demografi pasien terdiri dari beberapa faktor
resiko pada pasien dengan riwayat stroke dapat
dilihat pada tabel 1. Faktor resiko tersebut terdiri
dari usia, jenis kelamin, BMI, status merokok dan
sindrom metabolic. Hal tersebut sangat
diperlukan untuk mengetahui seseorang beresiko
tinggi terhadap penyakit kardiovaskular [12].
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Tabel 1. Data Demografi Sampel

Demografi pasien Jumlah Persentase (%)
sampel
Usia
- Awal masa dewasa (22- 1 5
44 tahun)
- Pertengahan masa
dewasa (45-64 tahun) 18 90
- Lansia (> 65 tahun) 1 5
Jenis Kelamin
- Laki-laki 12 60
- Perempuan 8 40
Body Mass Indeks (BMI)
- Berat badan kurang 2 10
(<18,5)
- Normal (18,5-22,9) 2 10
- Berat badan lebih (>23)
o Beresiko (23-24,9) 4 20
o Obesitas tingkat | (25 9 45
29,9)
o Obesitas tingkat |1 3 15
(>30)
Sindrom
Metabolik
- Ya 7 35
- Tidak 13 65

2. Pengambilan Darah Sampel.

Sampel penelitian yang sudah sesuai dengan
kriteria inklusi dan eksklusi serta bersedia ikut
dalam penelitian, dilakukan pengambilan darah.
Subjek penelitian sebanyak 20 diambil darah di
laboratorium RSUD Dungus, dimana pasien
tersebut sudah berpuasa selama 10-12 jam. Darah
yang sudah diambil dimasukkan di dalam tabung
EDTA dan disimpan pada suhu -20°C.

3. Purifikasi DNA dan Pemeriksaan

Polimorfisme P2Y12

Proses purifikasi DNA dan pemeriksaan
Polimorfisme P2Y12 dilakukan pada 20 sampel
darah yang sudah dimasukkan di tabung EDTA.
Kemudian dilakukan purifikasi DNA untuk
mendapatkan DNA murni. Proses purifikasi DNA
dengan menggunakan Wizard® Genomic DNA
Purification Kit , diawali dengan menghancurkan
dinding sel dengan menambahkan Cell Lysis
Solution, kemudian dilakukan sentrifugasi untuk
memisahkan lapisan supernatan dan pelet. Bagian
supernatan dibuang dan bagian pelet yang
berwarna putih ditambah Nuclei Lysis Solution
untuk menghancurkan bagian membran inti.
Setelah itu dilakukan penambahan Protein
Precipitation Solution, agar protein dapat
mengendap, kemudian dilakukan sentrifugasi
untuk memisahkan supernatan. Supernatan yang
diperoleh dibagian atas dipindah secara perlahan
ke dalam tabung yang sudah diberi isopropanol
untuk mencuci DNA. Kemudian ditambahkan
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etanol untuk memurnikan DNA dan ditambahkan 2 164,208 174 Homozygot

DNA Rehydrase Solution untuk mendegradasi (wild type)
RNA, sehingga diperoleh DNA murni.[13] 3 161,209 169 Homozygot
Kemurnian DNA yang diperoleh perlu dilakukan (wild type)
pengujian dengan alat Bio Drop, sampel DNA 4 160,201 162 Homozygot
dikatakan murni apabila menunjukkan nilai x 260/ 5 152 206 158 I(—\;\cl)lrlr?otzypec))t
1280 > 1,8.[13] Hasil Bio Drop dari 20 sampel ’ (wild tyﬁ)
diperoleh nilai > 1,8, schingga proses 6 153 208 156 Homozygot
pemeriksaan Polymerase Chain Reaction (PCR) ’ (wild type)
bisa dilakukan pada 20 sampel penelitian. 7 156,204 154 Homozygot
Proses pemeriksaan Polymerase Chain Reaction (wild type)
(PCR) dilakukan dengan melakukan 8 154,202 151 Homozygot
pencampuran DNA, GoTaq, primer forward, (wild type)
primer reverse dan Nuclease Free Water yang 9 151,206 150 Homozygot
kemudiana dilakukan sentrifugasi.[14] DNA (wild type)
yang sudah disentrifugasi akan dilakukan proses 10 156 148 Homozygot
elektroforesis, dimana pada tahap tersebut (wild type)
digunakan untuk memisahkan protein, DNA 11 152 164 Homozygot
maupun RNA pada medan bermuatan listrik, 0 16 155 I(-\;\(I)Illr(]jotzype())t
sehingga fragmen DNA akan bergerak sesuai (wild ty};%)
ukuran molekul atau Panjang pita DNAnya.[15] 13 169 159 Homozygot
Sebelum proses elektroforesis, campuran yang (wild type)
sudah disentrifugasi dibagi menjadi dua, dimana 14 153 155 Homozygot
yang satu bagian dilakukan elektroforesis (wild type)
langsung dan yang kedua dilakukan proses digesti 15 150 155 Homozygot
sebelum di elektroforesis. Proses tersebut (wild type)
digunakan untuk membandingkan potongan pita 16 144 155 Homozygot
DNA yang dihasilkan. Pada proses digesti akan (wild type)
diperoleh potongan DNA setelah ditambah enzim 17 143 159 Homozygot
restriksi  TspRl. Sehingga akan diperoleh (wild type)
potongan DNA atau base pairs (bp) dari tiap 18 - 161 Homozygot
sampel yang  akan  diketahui jenis i 16 165 (H"‘c’)'l:?ot;'pegt
polimorfismenya. Untuk mengetahui panjang pita (wild t;; ge)
DNA dilakukan proses visualisasi melalui proses 20 172 160 Homozygot
staining dengan menggunakan ethidium bromide (wild type)

(5mg/ml) selama 20 menit dan proses destaining
dengan menggunakan air selama 15 menit,
kemudian diamati migrasi DNA dengan lampu
UV transilluminator. Potongan pita DNA akan
terlihat, jika tunggal disebut “homozygot”, jika
lebih dari satu disebut “heterozygot” dan untuk
jenis polimorfisme dapat diliat dari nilai base
pairs (bp), jika nilai 126+30 disebut “rarer type”,
jika 156 disebut “wild type” [16]. Untuk hasil
nilai base pairs (bp) dan jenis polimorfisme dapat
dilihat ditabel dibawah ini :

Tabel I1. Nilai base pairs (bp) dan jenis
Polimorfisme P2Y12

Gambar I. Pita hasil elektroforesis sebelum digesti

sampel Nilai base pairs (bp) Jenis
Sebelum  Sesudah  Polimorfisme
digesti digesti
1 165,214 148 Homozygot
(wild type)
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Gambar Il. Pita hasil elektroforesis sesudah digesti

4. Pengamatan Kejadian Stroke Berulang
Pengamatan kejadian stroke berulang dilakukan
karena berdasarkan penelitian seblumnya disebutkan
bahwa Polimorfisme gen P2Y12 kemungkinan
memiliki dampak terhadap perkembangan terjadinya
CAD [4]. Selain itu Polimorfisme genetic pada
P2Y12 dan GPIlla dapat mempengaruhi respon obat
antiplatelet dan respon klinis pada pasien stroke
iskemik akut [7]. Proses pengamatan terjadinya
stroke berulang pada penelitian ini dilakukan setiap
bulan, dimana setiap sampel minimal menggunakan
antiplatelet clopidogrel selama 1 bulan. Pengamatan
dilakukan dengan cara menghubungi pasien setiap
bulan dan melihat data rekam medis pasien di rumah
sakit. Kemudian melakukan analisis inferensial
untuk melihat pengaruh polimorfisme P2Y12
terhadap kejadian stroke berulang.
Setelah dilakukan pengamatan terkait kejadian
stroke berulang setiap bulan diperoleh data bahwa
dari 20 sampel penelitian terdapat 4 sampel
penelitian yang mengalami kejadian stroke berulang,
data tersebut sebagai berikut :

Tabel I11. Data Kejadian Stroke Berulang

Kejadian Stroke Frekuensi Presentase
Berulang (%)
Ya 4 20
Tidak 16 80
Total 20 100

Berdasarkan hasil penelitian jenis polimorfisme dan
kejadian stroke berulang, diperoleh data bahwa
terdapat 4 sampel dengan jenis polimorfisme
homozygot (wild type) mengalami kejadian stroke
berulang. Setelah itu dilakukan analisis inferensial
untuk mengetahui pengaruh polimorfisme P2Y12
terhadap kejadian stroke berulang. Sehingga
dilakukan uji normalitas untuk mengetahui jenis
sebaran data, diperoleh nilai p < 0,05, dimana dapat
dikatakan bahwa jenis data tidak terdistribusi secara
normal. Karena data tidak terdistribusi secara
normal, maka dilakukan uji Kruskall Wallis utnutk
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mengetahui  pengaruh  polimorfisme terhadap
kejadian stroke berulang. Diperoleh nilai p > 0,05,
sehingga tidak terdapat pengaruh antara kedua
variabel, vyaitu tidak terdapat pengaruh yang
signifikan antara polimorfisme P2Y12 terhadap
kejadian stroke berulang. Berdasarkan penelitian
dari Scoot et al menyebutkan bahwa polimorfisme
reseptor P2Y12 ADP mempengaruhi aktivitas dari
reseptor tersebut atau respon pasien terhadap
hambatam aktivitas platelet [17]. Pada penelitian
yang berbeda juga menyebutkan  bahwa
polimorfisme P2Y12 memiliki hubungan dengan
resiko CVD event, dan juga terkait dengan kondisi
usia, jenis kelamin, status merokok, hipertensi,
diabetes, resistensi clopidogrel yang menimbulkan
peningkatan yang signifikan terhadap kejadian CVD
event [7]. Selain itu dari penelitian lain menyebutkan
bahwa Polimorfisme P2Y12 dapat menimbulkan
penurunan respon terhadap pemberian terapi
clopidogrel, sehingga hambatan terhadap agregasi
platelet terganggu dan hal ini dapat menimbulkan
peningkatan resiko terjadinya serangan CVD event
yang berulang [7].

D. Simpulan

Pada penelitian ini menunjukkan hasil bahwa tidak
ada pengaruh yang signifikan antara polimorfisme
P2Y12 dengan kejadian stroke berulang, hal ini bisa
disebabkan karena jumlah sampel yang kurang,
dimana ditunjukan dari hasil analisis normalitas
data yang diperoleh bahwa sebaran data tidak
terdistribusi dengan normal.
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