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Abstract

Recent paradigm suggested the the role of inflammation in acute coronary syndrome (ACS).
This study aimed to analyze some inflammatory biomarkers in ACS patients, i. e. White
Blood Cell Count (WBC), Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR), and expression of
enzymes and cytokine: NADPH-oxidase-1 (NOX-1), matrix metalloproteinase-8 (MMP-8),
Interleukin-8 (IL-8) and Interleukin-17 (IL-17). A total of 84 subjects were enrolled in this
study, consisted of 52 ACS patients (including 21 unstable angina and 15 non—ST-segment
elevation myocardial infarction NSTEMI and 16 STEMI), 16 individu with stable angina
pectoris and 16 healthy control. Level of MMP NOX-1, MMP-8, IL-17 and IL-8 were
analyzed in blood serum by means of enzyme linked immunosorben assay (Elisa). Results
showed that there were significant (p<0.05) increasing of WBC, ESR, MMP-8 and NOX-1
in ACS patients, the highest level was in STEMI patients. In Conclusion, ACS patients
demonstrated elevation of inflammatory biomarkers.
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RINGKASAN

Target penelitian tahun pertama adalah menemukan biomarker sindrom koroner akut (SKA)
berdasarkan aktivitas netrofil di dalam darah. Biomarker ini diharapkan dapat digunakan
untuk mengembangkan metode stratifikasi resiko serangan jantung, yang bermanfaat sebagai
pedoman untuk melakukan tindakan prevensi dan terapi yang tepat, sehingga insidensi
kematian karena serangan jantung dapat diturunkan. Kandidat biomarker yang diteliti
meliputi, ekspresi matrix metalloproteinase-8 (MMP-8), interleukin-8 (IL-8), NADPH
oxidase-1 (NOX-1) dan Interleukin 17 (IL-17).. Penelitian dilakukan pada 4 (empat)
kelompok uji yaitu 1) penderita sindrom koroner akut, SKA (STEMI), 2) NSTEMI), 3)
penderita stable angina dan 4) individu sehat. Masing-masing kelompok uji terdiri dari 15
orang. Sampel darah pasien SKA diambil pada saat mereka dirawat di UGD atau
ICU/CVCU, sedangkan darah penderita stable angina diambil pada saat mereka melakukan
check up atau rawat jalan, dan individu kontrol adalah sukarelawan sehat yang sedang
melakukan donor darah. Pada ketiga kelompok penelitian, kriteria inklusinya adalah pasien
tidak sedang mendapatkan terapi antibiotik dan atau antiinflamasi. Kadar MMP-8, IL-8,
NOX-1 dan IL-17 dianalisis dengan metode enzyme-linked immunosorbent assay (Elisa).
Sebagai pembanding juga dianalisis beberapa marker biokemikal klasik SKA seperti kadar
troponin, HDL dan LDL. Data dianalisis secara statistik dengan uji Anova dan Korelasi.
Hasil penelitian menunjukkan bahwa biomarker I1L-8 dan IL-17 tidak menunjukkan
perbedaan yang signifikan antar kelompok berdasarkan level penyakit SKA, demikian juga
dengan kelompok kontrol. Sedangkan level NOX-1 dan MMP-8 meningkat secara signifikan
(p<0,05) pada penderita SKA, hal ini juga disertai peningkatan jumlah netrofil yang
signifikan dalam darah penderita. Kesimpulan, pada penderita SKA ditandai oleh
peningkatan aktivitas inflamasi yang ditunjukkan oleh peningkatan aktivitas netrofil,
meningkatnya level MMP-8 dan NOX-1. Hal ini diduga dapat digunakan sebagai biomarker
untuk stratifikasi resiko serangan jantung.

Kata kunci: Sindrom koroner akut; Biomarker; MMP-8; IL-8; NOX-1; IL-17

Latar Belakang

Serangan jantung merupakan penyebab kematian nomer satu pada individu di atas 40
tahun di seluruh dunia (WHO, 2007), termasuk di Indonesia. Serangan jantung dapat
mengakibatkan kematian mendadak (sudden death). Kasus kematian mendadak tanpa
didahului keluhan klinis banyak terjadi, dan hingga kini problem ini belum dapat diantisipasi,
permasalahannya, belum ditemukan metode diagnostik yang memadai untuk
menentukan/memprediksi resiko serangan jantung. Oleh karena itu, diperlukan upaya-upaya
intensif untuk memecahkan permasalahan tersebut.

Serangan jantung adalah manifestasi dari sindrom koroner akut (SKA), biasanya
disebabkan oleh trombus oklusif pada arteri koroner yang menghambat/menghentikan aliran
darah menuju jantung. Pembentukan trombus terjadi bila terdapat kerusakan (rupture) pada
kolagen selaput pelindung (fibrous cap) plak aterosklerotik (atherosclerotic plaque rupture,
APR). Hasil studi histologis terhadap jaringan plak aterosklerotik yang ruptur dari penderita
SKA memperlihatkan adanya proporsi inti lemak yang besar dengan fibrous cap yang tipis
dan rapuh (Gough 2006; Lenglet dkk. 2013). Kondisi fibrous cap yang rapuh inilah yang
menyebabkan seseorang beresiko tinggi mengalami serangan jantung walaupun tidak ada
keluhan sebelumnya.

Hal yang menjadi masalah adalah, tidak mudah menentukan apakah seseorang
memiliki plak yang rapuh atau tidak. Angiografi koroner (kateterisasi) yang merupakan



prasarat baku untuk mengetahui penyempitan pembuluh koroner tidak dapat menentukan
kerapuhan suatu plak. Hasil angiografi koroner yang dinyatakan ‘“normal” tidak berarti
menunjukkan seseorang bebas ancaman SKA. Upaya untuk menentukan kerapuhan plak
aterosklerotik terus dikembangkan, di antaranya adalah dengan termografi, intra vascular
ultrasound (IVUS) dan magnetic resonance imaging (MRI) dengan resolusi tinggi. Namun
demikian, pemeriksaan-pemeriksaan tersebut berbiaya tinggi dan hingga Kini belum
direkomendasikan sebagai upaya skrining rutin kejadian SKA.

Dekade yang lalu, muncul paradigma baru bahwa ruptur plak aterosklerotik yang
memicu SKA terkait dengan respons inflamasi vaskuler (Fong, 2002). Menurut paradigma
ini, terdapatnya material antigenik di dalam darah menginduksi rekrutmen dan aktivasi sel-sel
inflamatori (lekosit) untuk menghasilkan bahan-bahan penghancur agen injurial seperti
radikal bebas, oksidan dan enzim-enzim proteolitik terutama matrix metalloproteinases
(MMPs). Produksi MMPs yang berlebihan dapat menyebabkan APR, sehingga menginduksi
agregasi platelet dan pembentukan trombus. Apabila trombus bersifat oklusif dan terjadi pada
pembuluh koroner, akan memicu SKA (Jones 2003; Newby 2008).

Hubungan lekosit (terutama netrofil) dengan SKA banyak dilaporkan. Peningkatan
jumlah lekosit dalam darah berhubungan dengan SKA dan merupakan prediktor kematian
yang independen karena SKA, tetapi juga dinyatakan bahwa, masih dibutuhkan penelitian
lebih lanjut untuk menentukan apakah WBC count dapat digunakan sebagai target diagnostik
dan terapi (Hojo 2001; Naruko 2002; Pantegiani 2004). Penelitian yang dilakukan terhadap
penderita SKA di RSD dr. Soebandi Jember mendapatkan bahwa > 62,4% penderita SKA
mengalami leukositosis, dan 84,2% leukositosis disebabkan oleh peningkatan jumlah
neutrofil (Nurhayati dan Susilawati, 2010). Sedangkan Alfakry dkk. (2012) melaporkan
bahwa marker serum terkait nentrofil menunjukkan peningkatan resiko dan rekurensi SKA.

Berdasarkan fakta bahwa ruptur plak aterosklerotik yang menginduksi SKA terkait
dengan akumulasi dan aktivitas netrofil dalam darah, maka sangat logis untuk menggunakan
neutrofil sebagai target untuk mengembangkan biomarker resiko SKA. Akumulasi neutrofil
dalam darah diinduksi oleh khemoatraktan tertentu, Nabah dkk. (2004) melaporkan bahwa,
akumulasi neutrofil pada SKA berhubungan dengan meningkatnya khemoatraktan IL-8.
Sedangkan aktivitas netrofil yang terkait SKA diduga berkaitan dengan ekspresi MMP-8,
NOX-1 (Herman dkk. 2001; Qiang dkk. 2007; Pussinen dkk. 2013). MMP-8 disebut juga
sebagai neutrophil collagenase, ini karena MMP-8 merupakan kolagenase utama yang
dihasilkan oleh neutrofil.

Penelitian ini bertujuan mengembangkan metode stratifikasi resiko serangan jantung
(SKA) berdasarkan aktivitas netrofil dalam darah yaitu ekspresi MMP-8, NOX-1 dan IL-8
dalam darah vena periferal, yang bermanfaat sebagai pedoman untuk melakukan tindakan
prevensi dan terapi yang tepat, sehingga insidensi kematian karena serangan jantung dapat
diturunkan.

Mengingat bahwa sampai saat ini serangan jantung masih merupakan penyebab
kematian utama di Indonesia, maka pengembangan metode stratifikasi resiko serangan
jantung sangat dibutuhkan, agar tindakan prevensi dan terapi dapat dilakukan secara
memadai, sehingga resiko serangan jantung dapat diturunkan. Menurut AAFP (2014).
identifikasi/stratifikasi resiko kesehatan pasien merupakan tahapan awal yang sangat penting
untuk perencanaan, pengembangan dan implementasi perawatan bagi pasien.

Metode Penelitian

Subyek penelitian adalah pasien dari beberapa rumah sakit di Jember yakni RUSD dr.
Soebandi, RS DKT dan RS Bina Sehat. Semua subyek penelitian menyetujui prosedur
penelitian yang ditunjukkan dengan kesediaan pasien atau keluarganya untuk
menandatangani informed consent. Penelitian mendapat persetujuan laik etik dari Komisi



Etik Penelitian Kesehatan Fakultas Kedokteran Universitas Jember. Subyek penelitian terdiri
dari 4 (empat) kelompok, masing-masing berjumlah 15 orang sebagai berikut: 1) penderita
SKA (ditunjukkan oleh adanya simptom unstable angina dan infark miokardial akut (STEMI
dan NSTEMI), 2) penderita stable angina (kontrol positif) dan 3) individu sehat (kontrol
negatif). Sampel darah pasien SKA diambil pada saat mereka dirawat di UGD atau
ICU/CVCU, sedangkan darah penderita stable angina diambil pada saat mereka melakukan
chek up atau rawat jalan, dan individu kontrol adalah sukarelawan sehat yang sedang
melakukan donor darah. Kriteria inklusi pada penelitian ini adalah, subyek tidak sedang
mendapatkan terapi antibiotik dan atau antiinflamasi. Diagnosis SKA ditentukan berdasarkan
ketentuan yang berlaku di rumah sakit. Selain itu juga dilakukan pengukuran beberapa
marker klasik SKA seperti kadar troponin, profil lipid, dan pemeriksaan darah lengkap.

Obyek Penelitian serum darah vena peripheral penderita sindrom koroner akut (SKA)
yaitu penderita yang menunjukkan simptom unstable angina atau infark miokardial akut
(IMA) STEMI dan NSTEMI. Sebagai kontrol positif adalah penderita stable angina, dan
kontrol negatif adalah individu sehat. Pengambilan darah dilakukan oleh perawat profesional
di masing-masing RS tempat penelitian. Preparasi sampel serum darah, sebanyak 5 cc sampel
darah vena peripheral dikoleksi dan ditampung dalam tabung falcon, kemudian disentrifuse
selama 5000 rpm selama 10 menit. Supernatannya merupakan serum darah selanjutnya
disimpan pada suhu —20°C sampai dilakukannya uji Elisa.

Uji Elisa dilakukan menggunakan Kit Elisa. Prosedur Elisa dilakukan mengikuti
ketentuan/manual masing-masing produsen. Sebelum dilakukan uji, tahap awal dilakukan
preparasi sampel serum darah sebagai berikut. Serum darah diencerkan 40 kali dengan 20
mM phosphate-buffered saline (PBS) mengandung 5 g/L bovine plasma albumin (BSA) dan
0.1% Tween 20, pada pH 7.4. Pengukuran konsentrasi IL-8, MMP-8, dan NOX-1. Secara
ringkas, antigen IL-8 dan atau MMP-8, NOX-1 dilapiskan pada fasa solid dalam mikrotiter
plate semalam. setelah pencucian kemudian direaksikan dengan antibodi primer yaitu serum
darah subyek penelitian (human polyclonal antibody) semalam. Kompleks antigen-antibodi
kemudian direksikan dengan antibodi sekunder (rat anti-human IgG berlabel biotin). Setelah
pencucian, direaksikan dengan enzim dan substrat kromogenik (SA-HRP dan TMB). Reaksi
dihentikan dengan 2.5 M NaOH. Kadar IL-8 dan atau MMP-8 sebanding dengan
terbentuknya produk kromogenik yang kemudian diukur dengan Elisa reader pada 405 nm.

Sebagai pembanding juga dianalisis beberapa marker biokemikal klasik SKA seperti
kadar tropinin, HDL dan LDL, White Blood Cell (WBC) Count, hitung darah netrofil.
Pemeriksaan dilakukan sesuai dengan standar prosedur di Laboratorium Elisa RSD Dr
Subandi Jember. Selain itu juga diidentifikasi beberapa faktor resiko meliputi kebiasaan
merokok, diabetes melitus, kelainan fungsi hati. Pada pasien IMA juga diidentifikasi luas
teritori infark jantung berdasarlan hasil pemeriksaan dengan Elektrokardiografi (EKG).

Data kadar IL-8, MMP-8dan NOX-1 dianalisis secara statistik dengan Anova dan
LSD. Hasil penelitian akan mendapatkan nilai kadar 1L-8 dan MMP-8, IL-17a dan NOX-1
pada penderita SKA, stable angina dan individu normal. Selain itu dilakukan analisis korelasi
antara IL-8 dan MMP-8, IL-17a dan NOX-1 dengan troponin, HDL dan LDL.



Hasil

Table 1. Deskripsi dari jumlah subyek

Deskripsi dari jumlah subyek yang berpartisipasi dalam penelitian ini disajikan pada
Tabel 1. sedangkan Tabel 2 menyajikan data rata-rata hasil pemeriksaan laboratorium pada
masing-masing kelompok uji

Kontrol NSTEMI STEMI
No Karakter (n=15) SAP (n=16) | UAP (n=20) (n=15) (n=16)
1 | Usia 20,93+0,25 64,8+13,53 | 55,07+7,83 64,9+6,4 | 60,08+10,07
2 | Jenis Kelamin L =4, P=11 L=9, P=7 L=14, P=6 L=11, P=4 L=13, P=3
3 | Perokok 0 6 9 7 9
4 | Diabetes 0 4 7 6 4
5 | Hipertensi 0 9 9 8 6
6 | Antiinflamasi 0 0 0 0 0
7 | Antibiotik 0 0 0 0 0
8 | WBC 10,03+2,029 9,33+14,2 | 10,32+3,24 9,89+2,99 14,71+3,25
64,63+15,0
9 | %Neutrofil 60,88+7,63 | 69,98+11,63 6 69,63+0,08 | 78,23+14,54
10 | HDL 57,07£13,87 | 53,6+14,27 47,0949,54 39,3+2,17
132,84+29,8 117,81+44,6
11 | LDL 1| 142,4+48,7 4 127,58+45
31,33+15,3 157,185+19
12 | SGOT 52,58+73,62 9 66,84+44,1 3
13 | SGPT 32,58+35,24 32,4+14,1 | 36,07+21,09 97,31+197
23,53+18,8
14 | LED 14,93+7,44 13,21+4,61 4| 31,92+10,91 | 22,88+10,39
Table 1. Frequency of Leukocytosis
Frequency leukocytosis
Groups N n %
Control 16 0 0
Stable angina 16 2 12,50
Unstable angina 21 5 31,25
NSTEMI 15 6 40,00
STEMI 16 13 86,66
N: number of subject
n: number of subject with leukocytosis
Table 2. Serum Level of MMP-8, IL-8 and NOX-1
Serum Level (pg/ml)
Control Stable angina  Unstable angina NSTEMI STEMI
MMP-8 855,79 1070,77 2 1051,87 @ 1034,54 2 1350,06 ?
IL-8 258,47 162,64 208,735 224,82 202,42
NOX-1 19,10 2241 P 20,71 ° 23,25 P 24,95 P

2 Significantly different compared to control (P<0,05)

b Significantly different compared to control (P<0,05)
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