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ABSTRACT

Background: Preeclampsia is still become major cause of maternal and perinatal mortality. The placenta
is an important and central focus on the pathogenesis of preeclampsia. Failure of trophoblast cells to
perform remodeling on spiral arteries due to excessive apoptosis may cause uteroplacental ischemia
and endothelial cells damage, this induce clinical manifestations of preeclampsia especially through the
intrinsic pathway. Intracellular Bax and Bak are genes that play a role as a cells apoptosis regulator (as pro-
apoptosis). They are located in the mitochondria and endoplasmic reticulum and would in turn activate
caspase the intrinsic apoptotic pathway that cascade resulting in cell death processes.

Objective: Comparing the mean of Bax and Bak protein expression between normotensive pregnancies and
severe preeclampsia.

Method: This research is a cross-sectional study design. The subjects were severe preeclampsia and
normotensive patients treated at RSUP dr. Sardjito Jogjakarta between October 2011 to March 2012,
with total patients of 81. Bak and Bax protein expression were measured with immunohistochemistry
techniques.

Result and Discussion: The mean expression of Bax and Bak proteins in severe preeclampsia group were
significantly higher compared to normotensive group. The mean value of Bax expression was 0,23 (Cl 95
% 0,12 - 0,34) and the mean expression of Bak was 0,44 (95 % Cl 0,10 - 0,78).

Conclusion: Expression of Bax and Bak proteins in severe preeclampsia is higher than normotensive
pregnancies and Bax protein gave more effect statistically in preeclampsia compared to Bak protein.
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ABSTRAK

Latar belakang: Preeklampsia masih merupakan penyebab kematian maternal dan perinatal yang utama.
Plasenta merupakan fokus sentral dan penting pada patogenesis terjadinya preeklampsia. Kegagalan sel
trofoblas melakukan remodeling arteri spiralis akibat proses apoptosis yang berlebihan menyebabkan
terjadinya iskemia uteroplasenter dan kerusakan sel endotel yang menimbulkan manifestasi klinis
preklampsia terutama terjadi melalui jalur intrinsik intraseluler dimana Bax dan Bak adalah gen-gen
yang berperan sebagai regulator apoptosis pada sel (sebagai pro-apoptosis). Mereka terletak di dalam
mitokondria dan reticulum endoplasma dan bekerja mengaktifkan caspase cascade sehingga terjadi
proses kematian sel.

Tujuan: Membandingkan rerata ekspresi protein Bax dan Bak antara preeklampsia berat dengan kehamilan
normotensi.
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Metode: Penelitian ini merupakan rancangan penelitian potong lintang dengan sampel penderita
preeklampsia berat dan normotensi yang dirawat di RSUP dr. Sardjito Jogjakarta antara bulan Oktober
2011 hingga Maret 2012, sebanyak 81 pasien. Pengamatan ekspresi protein Bak dan Bax dilakukan dengan

teknik imunohistokimia.

Hasil dan Pembahasan: Rerata ekspresi protein Bax dan Bak pada kelompok preeklampsia berat lebih
tinggi secara bermakna di bandingkan kelompok normotensi Dengan nilai rerata ekpresi Bax 0.23 (Cl 95%
0.12 — 0.34) dan rerata ekspresi Bak 0.44 (Cl 95% 0.10 — 0.78).

Kesimpulan: Ekspresi protein Bax dan Bak pada preeklampsia berat lebih tinggi dibanding dengan
kehamilan normotensi dan protein Bax lebih berpengaruh pada preeklampsia dibanding dengan protein

Bak.

Kata kunci: trofoblas, imunohistokimia, preeklampsia berat, protein Bak, protein Bax, apoptosis.

PENDAHULUAN

Preeklampsia masih merupakan penyebab
kematian maternal dan perinatal yang
utama. Dalam prakteknya preeklamsia dapat
kita diagnosis dengan adanya hipertensi
dan proteinuria dalam kehamilan. Penyebab
preeklampsia dan eklamsia saat ini masih
merupakan disease of theory.

Angka kejadian preeklampsia di Indonesia
pada tahun 1980-2001 berkisar antara 5-8%
dari seluruh kehamilan. Di RSUP DR. Sardjito
angka kematian maternal karena preeklampsia-
eklampsia adalah sebesar 34,09%.%?

Walaupun penyebabnya masih belum
diketahui dengan pasti, namun terdapat
beberapa teori terjadinya preeklamsia, antara
lain (1) Faktor maladaptasi imunologi, dimana
terjadinya mal adaptasi imun dapat menyebakan
dangkalnya invasi sel trofoblas pada arteri
spiralis. Terjadinya disfungsi endotel dipicu
oleh pembentukan sitokin, enzim proteolitik
dan radikal bebas. (2) Iskemia placenta, dimana
peningkatan deportasi sel trofoblas yang akan
menyebabkan kegagalan invasi ke arteri spiralis
dan akan menyebabkan iskemia pada placenta.
(3) Penyakit pembuluh darah. (4) Genetic
imprinting, didasarkan pada gen resesif tunggal

atau dominant dengan penetrasi yang tidak
sempurna.>* Faktor di atas menyebabkan arteri
spiralis tidak dapat berdilatasi dengan sempurna
dan mengakibatkan turunnya aliran darah di
plasenta yang akan diikuti dengan terjadinya
stres oksidatif, peningkatan radikal bebas,
disfungsi endotel, agregasi dan penumpukan
trombosit yang dapat terjadi di berbagai organ
yang memacu terjadinya preeklamsia.*>°

Perkembangan plasenta secara normal
tergantung pada diferensiasi dan invasi
trofoblas,sebagai komponen utama plasenta.
Apoptosis trofoblas meningkat sejalan dengan
bertambahnya usia plasenta. Apoptosis dapat
diidentifikasi di plasenta baik dari sisi ibu maupun
janin, dan munculnya apoptosis berhubungan
dengan stadium pertumbuhan plasenta, yaitu
perlekatan dan infasi trofoblas, transformasi
arteri spiralis, diferensiasi trofoblas serta
pergatian sel yang rusak.®

Apoptosis, suatu bentuk kematian sel
terprogram, telah dideskripsikan pada plasenta
dari kehamilan manusia normal dan meningkat
pada kehamilan dengan restriksi pertumbuhan

fetus.

Bax dan Bak adalah gen-gen yang berperan
sebagairegulator apoptosis pada sel (sebagai pro-
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apoptosis). Mereka terletak di dalam mitokondria
dan reticulum endoplasma dan mengaktifkan
kaspase untuk mengatur jalur apoptosis.”?

Hung membandingkan ekspresi 5 protein Bcl-2
family yaitu Bcl-2, Bcl-xl, Bax, Bak dan Bad setelah
suatu jaringan plasenta dari kehamilan normal
dikultur dalam suasana hipoxia (2% 02), prolonged
hypoxia-reoxygenation (HR), dan normosik (8% 02)
sebagai kontrol. Hasilnya didapatkan peningkatan
ekspresi Bax, dan Bak mRNA, dan penurunan
ekspresi Bcl-2 mRNA.°

Pada preeklampsia ekspresi protein Bax dan
Bak sama-sama meningkat, tetapi protein mana
yang lebih tinggi peningkatanya belum dijelaskan.
Oleh karena itu peneliti ingin mengetahui ekspresi
protein dari golongan pro apoptosis mana yang
lebih tinggi peningkatanya pada penderita
preeklampsia.

METODE

Penelitian ini merupakan studi cross sectional
(potong lintang) dengan teknik imunohistokimia
untuk pengamatan ekspresi protein Bax dan
Bak. Sampel jaringan trofoblas berasal dari
biopsi jaringan plasenta preeklampsia berat,
dibandingkan dengan kehamilan normotensi
(n=81).

Pembuatan slide jaringan

Jaringan trofoblas hasil biopsi difiksasi pada
formalin 10%. Setelah itu dilakukan dehidrasi
menggunakan alkohol bertingkat (30%, 50%,
70%, 80%, 96% dan absolut) masing-masing 60
menit. Dilakukan Clearing menggunakan xilol 2
kali masing-masing 60 menit. Kemudian dilakukan
infiltrasi dengan parafin lunak selama 60 menit
pada suhu 48°C. Kemudian dilakukan block
dalam parafin keras pada cetakan dan didiamkan
selama sehari. Keesokan harinya ditempelkan
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pada holder dan dilakukan pemotongan setebal
4-6 um dengan rotary microtome. Dilakukan
mounting pada gelas objek dengan gelatin 5%.
Gelas objek hasil parafin block direndam dalam
xilol 2 kali masing-masing selama 5 menit. Setelah
itu dilakukan rehidrasi menggunakan alkohol
berseri (absolut, 96%, 80%, 70%, 50% dan 30%)
masing-masing selama 5 menit. Kemudian dibilas
dalam dH20 selama 5 menit.

Imunohistokimia protein Bax dan Bak

Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 satu kali
selama 5 menit. Blocking endogenous peroksida
menggunakan 3% H202 selama 20 menit. Cuci
menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selam 5 menit.
Blocking unspecific protein menggunakan 5%
PBS yang mengandung 0,25% Triton X-100. Cuci
menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit.
Inkubasi menggunakan mouse monoclonal anti
Bax dan Bak selama 60 menit. Cuci menggunakan
PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit. Tetesi dengan
trekki universal link selama 10 menit kemudian
cuci dengan PBS pH 7.4 tiga kali selama 5 menit.
Tetesi dengan Betazoid DAB (Diamino Benzidine)
selama 15 menit. Cuci dengan aquades 5
menit. Counterstaining menggunakan Mayer
Hematoxilen yang diinkubasi selama 10 menit
dan cuci dengan air mengalir. Dehidrasi dengan
alkohol 50%, 70%, 80%, 90%, 95% dan alkohol
absolut selama 5 menit kemudian dilanjutkan
dengan xylene |, Il dan lll selama 3x3 menit.
Mounting menggunakan entelan dan tutup
dengan cover glass. Ekspresi protein Bax dan Bak
dilihat dengan menggunakan mikroskop cahaya
pada daerah desidua dengan pembesaran kuat
(400X) di lima lapangan pandang dan ekspresi
protein Bax dan Bak dikatakan positif jika
diadapatkan warna coklat pada sitoplasma dan
atau membran sel.
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Ekspresi Bax dengan intensitas O Ekspresi Bax dengan intensitas 1
Ekspresi Bax dengan intensitas 2 Ekspresi Bax dengan intensitas 3

Gambar 1. Intensitas warna pengecatan protein Bax

Ekspresi Bak dengan intensitas O Ekspresi Bak dengan intensitas 1
Ekspresi Bak dengan intensitas 2 Ekspresi Bak dengan intensitas 3

Gambar 2. Intensitas warna pengecatan protein Bak
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Sampel penelitian diperoleh dari pasien
yang dirawat dan melakukan persalinan di RS dr.
Sardjito Jogjakarta, selama 6 bulan yang dimulai

pada bulan Oktober 2011 sampai dengan bulan
Maret 2012. Didapatkan sampel penelitian 81
plasenta.

Tabel 1. karakteristik subyek kedua kelompok penelitian

Preeklampsia Berat

Normotensi (n

Variabel (n=43) = 38) P
Mean = SD Mean = SD

Usia ibu 28,4 £ 6,8 28,4+7,1 0,97
Paritas 0,6%0,8 1,0£1,3 0,13
Kehlfr:’“an 36,0£2,5 38,6+ 1,1 0,00
Sistolik 166,7 + 20,8 1142 £7,2 0,00
Diastolik 106,4 £ 17,4 76,3+6,7 0,00
MAP 126,5+ 16,8 88,7+6,4 0,00
BMI 28,1+ 5,4 25,9+ 4,3 0,06

Ekspresi protein Bax dan Bak diukur dengan
cara  semiquantitative  imuno-histochemical
scoring system (HSCORE) dengan rumus
penghitungan HSCORE = }Pi(i+1), dimana Pi
adalah prosentase jumlah sel yang positif dengan
pengecatan Bak sedangkan i adalah intensitas
warna pengecatan dengan nilai 0 = negatif, 1 =
positif lemah, 2 = positif sedang dan 3 = positif
kuat. Perhitungan nilai HSCORE ekspresi protein
Bax dan Bak masing-masing dilakukan oleh dua

orang pengamat dengan merahasiakan identitas
sampel yang diamati, kemudian dilakukan uji
kesesuaian antar observer dengan uji intra class
corelation. pada uji intra class corelation nilai
HSCORE ekspresi protein Bax di dapatkan nilai
intra class corelation 0.9 dan untuk nilai HSCORE
ekspresi protein Bak di dapatkan nilai intra class
corelation 0.9. Dari nilai uji intra class corelation
kedua ekspresi protein tersebut menunjukkan
adanya kesesuaian yang kuat diantara kedua
observer.

Tabel 2. Hubungan ekspresi protein Bax dan ekspresi protein Bak, terhadap preeklampsia berat dan kehamilan
normotensi
Variabel Preeklampsia Berat/ Normotensi Perbedaan rerata P
Eklampsia (n = 43) (n=38) (CI95%)
Mean = SD Mean + SD
Ekspresi Bax 1.67 £0.22 1.44 £ 0.26 0.23 0.00
(0.12-0.34)
Ekspresi Bak 2.36£0.90 1.92 £ 0.58 0.44 0.01
(0.10-0.78)
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Pada preeklampsia invasi trofoblas yang tidak
komplit, menyebabkan pembuluh darah desidua
akan dilapisi oleh trofoblas endovaskular, tapi
tidak mempengaruhi lapisan endotel dan lapisan
muskularis arteri miometrium yang lebih dalam.
Oleh karena remodelling yang gagal ini maka
diameter arteriol pada preeklampsia menjadi
1/2 diameter pada kehamilan normal.°

Jalur mitokondria di induksi sebagai respons
terhadap stress selluler dan menyebabkan
aktivasi protein pro-apoptotic BH3-only yang
akan berikatan dan mengaktivasi Bax dan Bak.
Sekali teraktivasi, oligomer Bax dan Bak akan
membentuk celah di membran luar mitokondria
untuk merilis keluarnya Cytochrome C. Caspase
akan diaktivasi oleh adanya Cytochrome c sitosol
diikuti dengan tahapan-tahapan apoptosis
dengan kematian sel.’* Ada tiga bukti mengenai
ekspresi Bax dan Bak pada kehamilan. Pertama,
ekspresi Bax dan Bak sangatlah terlihat pada
sitotrofoblas, stroma, sel-sel endotelial dan
desidua plasenta pada aborsi trimester pertama
dibandingkan imunopositifitas Bax dan Bak
rendah / sedang pada semua kompartemen
plasenta selama terminasi kehamilan sukarela
pada trimester pertama. Kedua, Imunopositifitas
Bax dan Bak pada kelahiran spontan trimester
ketiga lebih terlihat dibandingkan dengan
kelahiran caesarean trimester ketiga. Ketiga, ada
peningkatan ekspresi Bax dan Bak pada plasenta
yang mengalami preeklamsia dibandingkan
plasenta normal aterm.'? Pada jaringan plasenta
normal yang dilihat dengan mikroskop cahaya
pada kehamilan trimester pertama dan trimester
tiga teridentifikasi 0,15% mengalami apoptosis.*®
Penelitian yang dilakukan Keman , didapatkan
jumlah sel trofoblas penderita preeklampsia berat
yang mengekspresikan apoptosis lebih tinggi
(4,70 + 1,829; p= 0,000) dibandingkan dengan
kehamilan normal (4,70 + 1,829).> Leung dan
Longtine, juga mendapatkan bahwa apoptosis
meningkat signifikan sampai 4% (p <0.05) pada

kelompok preeklampsia dibandingkan dengan
peningkatan 1% pada kehamilan normotensi.'***

Pada penelitian ini didapatkan rerata
ekspresi Bax dan Bak pada wanita preeklampsia
lebih tinggi dibandingkan dengan kehamilan
normotensi.

Perbedaan vyang ditunjukkan bermakna
secara statistik (p <0.05) dengan perbedaanrerata
ekspresi protein Bax 0,23(K195% 0,12 — 0,34) dan
perbedaan rerata ekspresi protein Bak 0,44 (KI
95% 0,10 — 0,78). Salah satu keterbatasan pada
penelitian ini adalah desain penelitian yang tidak
melakukan matching dengan usia kehamilan.
Dalam keadaan normal aktivitas apoptosis juga
meningkat sesuai usia kehamilan, sehingga
ekspresi Bax dan Bak dalam keadaan normal juga
meningkat seiring bertambahnya usia kehamilan.
Adanya perbedaan rerata usia kehamilan pada
kedua kelompok dimana kelompok preeklampsia
berat rerata usia kehamilan adalah 36 minggu
sedangkan rerata usia kehamilan pada kelompok
kehamilan normotensi adalah 38 minggu
berperan pada perbedaan rerata ekspresi protein
Bax dan Bak.

Review yang dilakukan Sharp, menyimpulkan
bahwa apoptosis meningkat signifikan seiring
dengan usia kehamilan, penelitian lain juga
mendapatkan apoptosis terjadi pada plasenta
kehamilan normal, pada trimester | = 0, 07%
(0.05% - 0.14%) dan trimester Ill = 0.14% (0.09%
to 0.20%), berbeda bermakna dengan p < 0, 01.
Sehingga disimpulkan bahwa jumlah sel yang
mengalami apoptosis berubah sesuai dengan
usia kehamilan.®

KELEMAHAN

Kelemahan penelitian ini adalah tidak
bisa dilakukan kontrol (matching) pada umur
kehamilan saat pengambilan sample. Ekpsresi
proteinBaxdanBakpadaplasentameningkatpada
kehamilan normal seiring dengan bertambahnya
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usia kehamilan dan pada kehamilan dengan
preeklampsia, IUGR, dan diabetes.?

KESIMPULAN DAN SARAN

Ekspresi protein Bax Dan Bak pada
preeklampsia berat lebih tinggi dibanding
dengan kehamilan normotensi dengan protein
Bax yang lebih berpengaruh secara stastistik pada
preeklampsia dibanding dengan protein Bak.

Penelitian lebih lanjut dengan sampel pasien
eklampsia.
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