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NITRIT OKSIDA DAN VOLUME EDEMA OTAK PADA STROK
PERDARAHAN DALAM OTAK DENGAN POLIMORFISME G894T

(Nitric Oxide and Cerebral Edema Volume in Intracerebral Hemorrhagic Stroke
with G894T Polymorphism)

Iskandar Zakarial, Arif Faisal2, Sri Sutarni3, Ahmad Hamim Sadewa#*, Imran®

ABSTRACT

Nitric Oxide (NO) is a vasodilator that regulates vascular smooth muscle tone. Low levels of NO can cause vasoconstriction and
hemodynamic disturbances. In stroke the levels of NO are increased. Endothelial nitric oxide synthase gene polymorphism (eNOS) is
believed to reduce levels of NO in blood. NO levels decreased in stroke patients with G894T polymorphisms of eNOS gene. Mortality rate
of hemorrhagic stroke are increased in case with increased peri focal edema volume. The mechanism of the increased of peri focal edema
volume completely unknown yet, suspected genetics factor. This study was conducted to know the correlation between the NO and peri
focal edema volume in stroke with eNOS gene G894T polymorphism by determination. The study was conducted by comparing the levels
of NO and edema volume of intra cerebral hemorrhagic stroke of 46 subjects from Neurology department of dr. Zainoel Abidin general
hospital in Banda Aceh from September 2014 through January 2015 with comparison to ischemic stroke patients the same amount.
NO levels checked with Cayman Systems kit following the protocol Griess. G894T polymorphism was determined by PCR-RFLP method.
The volume of edema was measured with semi-automatic CT volumetry. Chi Square test was used for comparison of two variables and
Spearman correlation test to assess the relationship between the NO and perifocal edema volume. The result is significant, if p value
was <0.05. The results of these study were levels of NO decreases if there were polymorphism (p=0.001). Peri focal edema volume was
increased if there were G894T polymorphism (p=0.038). The correlation between low levels of NO and increase of edema volume was
obtained p=0.040 and R=0.304. The researchers concluded that in intra cerebral hemorrhagic stroke the level of NO were decreased
and peri focal edema volume increased if there was G894T polymorphism of eNOS gene. There was a less correlation between low levels
of NO and peri focal edema volume.

Key words: eNOS gene Polymorphism, Nitric Oxide, peri focal edema, hemorrhagic stroke

ABSTRAK

Nitrit Oksida (NO) merupakan vasodilator yang mengatur ketegangan otot polos dinding vaskular. Apabila tingkat kadar NO
rendah dapat terjadi vasokonstriksi dan gangguan peredaran darah. Di strok, kadar NO meningkat. Polimorfisme gen endotel pada
pembuatan nitrit oksida endotelial Nitric Oxide Synthase (eNOS) diyakini dapat menurunkan tingkat NO darah. Tingkat NO menurun
di pasien strok, dengan polimorfisme G894T gen eNOS. Kematian akibat strok perdarahan bertambah jika terjadi peningkatan
volume edema perifokal. Mekanisme peningkatan volume edema perifokal diduga berkaitan dengan genetiknya. Penelitian ini
dilakukan untuk mengetahui hubungan antara NO dan volume edema perifokal di strok dengan polimorfisme G894T gen eNOS
dengan menentukannya. Penelitian dilakukan dengan membandingkan tingkat NO dan volume edema strok perdarahan dalam
otak di 46 subjek yang berobat di bagian Ilmu Penyakit Saraf RSUD dr. Zainoel Abidin Banda Aceh mulai September 2014 sampai
Januari 2015 dengan pembanding jumlah yang sama pasien strok iskemik. Tingkat NO diperiksa dengan perangkat Cayman Systems
mengikuti tatapemeriksaan Griess. Polimorfisme G894T gen eNOS ditentukan dengan metode PCR-RFLP. Volume edema diukur
dengan CT scan secara semi-automatic CT volumetry. Uji Chi Kuadrat digunakan untuk perbandingan dua variabel dan uji kenasaban
Spearman untuk menilai hubungan antara NO dan volume edema, hasilnya bermakna jika p <0,05. Hasil meneliti diperoleh
tingkat NO menurun jika ada polimorfisme (p=0,001). Volume edema perifokal meningkat di strok perdarahan dalam otak jika
ada polimorfisme G894T (p=0,038). Kenasaban antara tingkat NO yang rendah dan peningkatan volume edema diperoleh nilai
p=0,040 dan R=0,304. Didasari telitian ini, dapat disimpulkan bahwa di strok perdarahan dalam otak tingkat NO menurun dan
volume edema perifokal meningkat jika ada polimorfisme G894T gen eNOS. Ada kenasaban yang lemah antara tingkat NO yang
rendah dan volume edema perifokal.

Kata kunci: Polimorfisme gen eNOS, nitrit oksida, edema perifokal, strok perdarahan dalam otak
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PENDAHULUAN

Nitrit oksida dibuat oleh enzim sintase nitrit oksida
(NOS) melalui molekul L-arginin yang menghasilkan
L-sitrulin dan Nitrit Oksida (NO). Terdapat tiga (3)
jenis isoform dari enzim ini yaitu: enzim sintase nitrit
oksida endotel (eNOS), enzim sintase nitrit oksida
neuron (NNOS) dan enzim sintase nitrit oksida (iNOS)
terinduksi. Enzim sintase nitrit oksida endotel (eNOS)
merupakan enzim yang aktivitasnya bergantung
kalsium dan rangsangan terhadap enzim ini akan
menghasilkan NO dalam jumlah sedikit. Enzim
sintase nitrit oksida (iNOS) adalah enzim yang tidak
bergantung kalsium dan diimbas oleh sitokin yang
akan menghasilkan NO dalam jumlah banyak.!-2

Peran nitrit oksida di strok bersifat rumit, NO dapat
memberikan dampak perlindungan maupun merusak
sel. Dalam kondisi iskemik, NO yang dihasilkan oleh
nNOS dapat merusak sel otak melalui reaksi NO
dengan superoksida yang menghasilkan peroksinitrit
yang sangat reaktif. Sedangkan iNOS yang dihasilkan
oleh makrofag terlibat dalam proses keradangan
dan bersifat sitotoksik yang menyebabkan kematian
sel. Nitrit oksida yang dihasilkan eNOS berdampak
perlindungan, karena menurunkan agregasi trombosit,
mencegah adhesi leukosit, meningkatkan vasodilatasi
pembuluh darah arteri dan mengatur ketegangan otot
dinding pembuluh darah.:3

Menurut Thuillez dan Richard4, tingkat nitrit oksida
yang rendah karena gangguan fungsi endotel melalui
mekanisme hasilan NO yang turun atau degradasi NO
yang bertambah. Hasilan NO menurun disebabkan
oleh: L-arginin yang berkurang; Kepekatan inhibitor
endogen yang tinggi (Asymetrical Dimethylarginin atau
ADMA); Kofaktor eNOS (Tetrahydrobiopterine atau
BH4) yang berkurang; Ekspresi eNOS yang berkurang
oleh beberapa faktor seperti: hipoksia, faktor nekrosis
tumor o (TNFo) atau penurunan aliran darah; Gen
eNOS yang berkurang; Waktu paruh eNOS mRNA

Promoter

yang berkurang; Perubahan di Gi protein; Perubahan
di calcium-independent pathway akibat aktivasi eNOS;
Perubahan interaksi eNOS dengan caveolin-HSP90.
Degradasi NO bertambah, yang disebabkan oleh:
Ekspresi Nicotinamid Adenine Dinucleotida Phosphate
(NADP) yang berkurang; Peningkatan xanthine oxidase
yang menghasilkan O, dan terjadi vasokonstriksi,
adesi leukosit, agregasi trombosit dan proliferasi sel.#

Dalam kepekatan fisiologis NO sangat berguna,
tidak hanya untuk sistem vaskular, tetapi juga untuk
yang terkait saraf dan imun. Nitrit oksida memegang
peran penting dalam mengatur fungsi vaskular,
menghambat agregasi platelet, menghambat proliferasi
sel otot polos dan menjaga kesatuan struktur vaskular.
Di sisi lain NO dapat menyebabkan neurotoksik
dan kerusakan sawar darah otak melalui oksigen
radikal bebas jika hasilan NO berlebihan di otak.
Yaitu sebagai Reactive Oxygen Species (ROS) yang
menghambat enzim katalase dan sitokrome P-450
yang akan melindungi sel dari kerusakan oksidatif.
Nitrit oksida yang meningkat juga menghambat enzim
ribonucleotide reductase yang menyebabkan kerusakan
DNA dan akhirnya terjadi kematian sel. Kepekatan NO
yang tinggi juga menghasilkan pelepasan glutamat di
otak yang bersama-sama dengan aktivitas gelatinolytic
matrix metalloprotein-9 yang dapat menyebabkan
kerusakan sawar darah otak. Kerusakan sawar darah
otak menyebabkan edema vasogenik.>

Setelah terjadi perdarahan dalam otak, trombin
dan hasilan lisis eritrosit, kemudian masuk ke dalam
parenkim otak di sekitar hematom mengaktifkan
mikroglia dan astroglia dalam mengimbas ekspresi
iNOS. Peningkatan iNOS juga terjadi melalui
hasilan sitokin pro-inflamasi (TNFa dan IL-1) lewat
aktivitas mikroglia dalam 24 jam setelah perdarahan.
Hipoperfusi sekitar hematom, menyebabkan
penurunan tingkat oksigen otak dan meningkatkan
ekspresi nNOS. Ekspresi iNOS dan nNOS yang tinggi
menghasilkan NO yang meningkat.®

G8 94T=Glu—)AspJ

4/5 27bp tandem repeat
a=deletion 393 bp
b=insertion 420 bp

Gambar 1. Lokasi polimorfisme gen eNOS. T-786C di daerah promoter, Variable Number Tandem Repeat (VNTR) di intron 4 dan

G894T di ekson 7 kromosom 7.8
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Faktor genetik telah dipercaya berhubungan erat
dengan kejadian strok. Banyak penelitian yang telah
dilakukan menyangkut faktor genetik ini. Gen eNOS
yang terletak kromoson 7 lokus q35, berperan dalam
mengendalikan hasil NO, yaitu vasodilator tertentu
yang sangat berkekuatan. Di manusia gen eNOS
tersusun atas 24 Kilo basa (Kb), yang terdiri dari 26
ekson dan 25 intron. Polimorfisme Glu298Asp, terletak
di ekson 7 dari kromosom 7. Zat ini dikenal juga
sebagai polimorfisme G894T yang ditandai dengan
pergantian Guanin oleh Tymin di posisi 894 dari gen,
yang ditunjukkan di Gambar 1. Sebagai akibatnya
asam amino di posisi 298 gen eNOS ini terjadi
pergantian dari Glutamat ke Aspartat. Pergantian
ini menyebabkan penurunan ikatan eNOS dengan
caveolin-1, protein utama yang terletak di caveolae
sel epitel yang berakibat cadangan enzim eNOS
berkurang, sehingga hasilan NO juga menurun.”

METODE

Penelitian ini adalah kajian kasus dan
pembandingnya. Kasus adalah pasien strok perdarahan
dalam otak dan kelompok sebagai pembanding
adalah pengidap yang iskemik. Sampel diambil dari
bagian/SMF Ilmu Penyakit Saraf FK Unsyiah/RSUD
Dr. Zainoel Abidin Banda Aceh selama September
2014 sampai dengan Januari 2015. Setiap kelompok
yang dipilih sebanyak 46 subjek secara berurutan.
Pemeriksaan dilakukan dengan CT Scan kepala MSCT
sebanyak 64 slices, Somatom Volution dari Siemens
AG untuk penentuan jenis strok, kemudian volume
hematom dan edema diukur secara semi-automatic
CT volumetry.® Untuk pemeriksaan tingkat NO dan
analisis genetik diperlukan lima (5) mL darah EDTA.
Pemeriksaan kadar NO digunakan metode ELISA
menggunakan perangkat Cayman systems mengikuti
tata peraturan Griess. Dalam hal ini yang diperiksa
adalah hasil metabolitnya, yaitu nitrit/nitrat dan dibaca
dengan microplate reader pada panjang gelombang
540 nm. Pemeriksaan genetik diawali dengan isolasi
DNA menggunakan perangkat Promega, kemudian
dilanjutkan dengan metode Polymerase Chain Reaction-
Retriction Fragment Length Polymerase (PCR/RFLP).
Untuk memperoleh amplifikasi bagian tertentu DNA
yang mengandung polimorfisme G894T digunakan
primer forward: 5-CAT GAG GCT CAGCCCCAGAAC-3’
dan primer reverse: 5-AGT CAATCCCTT TGG TGC
TCAC-3. Pencernaan hasil PCR dengan enzim
pembatasan Banll. Dari 206 bp hasil PCR diperoleh
fragmen hasil pencernaan sebesar 119 bp dan 87 bp
untuk menentukan ada atau tidaknya nukleotida G
pada posisi 894.2

Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik
Fakultas Kedokteran Universitas Syiah Kuala. Uji Chi
Kuadrat digunakan untuk perbandingan dua variabel
dan uji kenasaban Spearman untuk menilai hubungan
antara NO dan volume edema, yang bermakna jika
p<0,05.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ciri umum subjek penelitian; jenis kelamin laki-
laki dan perempuan seimbang pada penelitian ini,
kelompok umur lebih dari 50 tahun lebih banyak di
bandingkan dengan kelompok umur di bawah atau
sama dengan 50 tahun (78,3% berbanding 21,7%).
Hipertensi didapat di 23 subjek, sisanya 69 orang
adalah normotensi. Di polimorfisme G894T, mutan
lebih banyak daripada wild type. Hasil PCR-RFLP
ditunjukkan di Gambar 2. Rerata dan Simpang Baku
(SB) tingkat NO 3,68 (2,89) uM/L, rerata dan SB
volume edema 19,49 (19,03) cms3, rerata dan SB volume
hematom adalah 35,41(19,46) cm3 ditunjukkan di
Tabel 1.

Dari 46 subjek penelitian strok perdarahan dalam
otak didapatkan lokasi hematom sebagai berikut: 26
(56,5%) di ganglia basalis kanan, 18 (39,1%) di yang
kiri, 1 (2,2%) di region parietal kanan dan 1 (2,2%)
di occipital kanan, sedangkan lokasi yang iskemik dari
46 subjek strok iskemik adalah 25 (54,3%) di ganglia
basalis kanan dan 13 (28,3%) yang kiri, 4 (8,6%) di
region parietal kiri, 3 (6,6%) di region occipital kanan
dan 1 (2,2%) di region frontal kanan. Analisis kurva
Receiver Operating Characteristic (ROC) terhadap
angka banding tingkat NO diperoleh nilai cut off
sebesar 3 uM/L dan terhadap volume edema diperoleh
nilai sebesar 25 cm3.

Tabel 1. Ciri subjek penelitian

Variabel Rerata (+SB) Jumlah Pers( ‘:/:)‘)tase

Jenis kelamin

Laki-laki 51 55,4%

Perempuan 41 44,6%
Umur (tahun)

<50 20 21,7%

>50 72 78,3%
Hipertensi:

Ya 23 25%

Tldak 69 75%
Polimorfisme: G894T

GG 19 20%

GT 22 24%

T 51 56%

Nitrit oksida (uMol/L)
Volume edema (cm3)
Volume hematom

3,68 (£2,89)
19,49 (+19,03)
35,41 (+19,46)

Nitrit Oksida dan Volume Edema Otak pada Strok Perdarahan - Zakaria, dkk. 89



Di strok perdarahan dalam otak dengan genotip
GT dan TT atau mutan dari polimorfisme G894T
diperoleh tingkat NO yang rendah, secara statistik
ada perbedaan yang bermakna, p=0,001, tetapi tidak
ada perbedaan bermakna di strok akibat iskemik.
Pengaruh polimorfisme gen eNOS terhadap tingkat
NO dapat dilihat di Tabel 2, meskipun didapat
kadar NO yang rendah di semua sampel penelitian,
kekerapan polimorfisme G894T lebih banyak di subjek
dengan kadar NO yang lebih rendah (<3 uMol/L)
dibandingkan dengan individu dengan genotip
wild type. Kondisi ini disebabkan karena ada cacat
genetik di gen eNOS yang menyebabkan gangguan di
rangkaian proses yang menghasilkan NO.10

Rasyid dkk.!, mendapatkan tingkat NO individu
dengan strok perdarahan dalam otak lebih rendah
dibandingkan dengan yang iskemik. Tingkat NO di
strok iskemik 49,9 uM/L, strok perdarahan dalam otak
41,7 uM/L dan pembanding 64,0 uM/L, p<0,001. Pada
penelitian ini juga didapatkan tingkat NO yang lebih
rendah di strok perdarahan dalam otak.!!

Terpollili dkk.!2, mendapatkan bahwa pemberian
NO secara inhalasi dapat menyebabkan vasodilatasi
arteria otak, sehingga mengurangi daerah iskemik di
mencit yang ditelitinya. Hal ini menunjukkan bahwa
dalam kondisi iskemik tingkat NO rendah dan dengan
pemberian NO secara inhalasi dapat memperbaiki
peredaran darah.1?

Dalam volume edema =25 cm?3 lebih banyak
didapatkan genotip GT dan TT (mutan) polimorfisme
G894T yaitu 27 dan secara statistik ada perbedaan
yang bermakna p<0,05 strok perdarahan dalam otak,
sedangkan di strok iskemik tidak tampak perbedaan
yang bermakna. Hal ini ditunjukkan di Tabel 3.

Di strok perdarahan dalam otak individu dengan
polimorfisme G894T (mutan) mempunyai volume
edema yang besar daripada individu wild type
(p=0,002), tetapi tidak demikian yang strok iskemik.
Hal ini disebabkan karena ada interaksi atau modifikasi
dampak dari kedua (2) jenis strok tersebut. Menurut
Thuillez4, jika ada cacat genetik atau polimorfisme gen
eNOS akan menyebabkan waktu paruh eNOS mRNA
menurun, sehingga hasilan NO menjadi berkurang.
Tingkat NO yang rendah menyebabkan vasokonstriksi
pembuluh darah, gangguan aliran darah yang
berpengaruh terhadap edema yang terjadi.#

Pada penelitian ini penentuan keberadaan
polimorfisme gen eNOS dilakukan terhadap
polimorfisme G894T dengan metode PCR-RFLP
terhadap subjek penelitian. Hasil mencerna buatan
PCR wuntuk menentukan polimorfisme G894T
ditunjukkan di Gambar 2. Di strok perdarahan dalam
otak diperoleh genotip GG (19,6%), GT (30,4%) dan
TT (50,0%), sedangkan di kelompok strok iskemik
diperoleh genotip GG (19,6%), GT (19,6%) dan TT
(60,8%). Elbaz et al.!®> mendapatkan genotip GG
(50%), GT (41%) dan TT (9,9%) dengan Odd Ratio
1,57 (SK 95%, 1,00-2,50) di pasien strok iskemik yang
ditelitinya. Ada kesesuaian hasil meneliti ini dengan
hasil yang didapat oleh Elbaz.l3 Pada penelitian ini
juga didapatkan polimorfisme gen eNOS lebih banyak
di kelompok strok perdarahan dalam otak (39 subjek)
daripada kelompok strok iskemik (34 subjek).

Hubungan antara tingkat NO dan volume edema
menunjukkan kenasaban yang lemah (R=0,304)
ditunjukkan di Tabel 4. Pada penelitian ini didapatkan
tingkat NO yang rendah di strok perdarahan dalam
otak dan strok iskemik, secara statistik mempunyai

Tabel 2. Perbedaan tingkat NO rendah di strok perdarahan dalam otak dan iskemik dengan polimorfisme G894T

Tingkat NO (uM/L)

i k Poli fi % SK
Jenis stro olimorfisme <3 >3 OR (95% SK) P
Perdarahan dalam otak Mutan 28 10 19,60 (2,14-179,78) 0,001*
wild 1 7
Iskemik Mutan 19 17 2,61 (0,58-11,72) 0,180
wild 3 7
Keterangan: SK= Selang Kepercayaan
Tabel 3. Pengaruh polimorfisme G894T terhadap volume edema perifokal
Vol d 3
Jenis strok Polimorfisme olume edema (cm?) OR (95% SK) P
=25 <25
Perdarahan dalam otak Mutan 27 11 17,18 (1,89-156,54) 0,002*
wild 1 7
Iskemik Mutan 33 1,30 (0,11-1,54) 0,470
wild 0 10

Keterangan: SK= Selang Kepercayaan
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Tabel 4. Analisis kenasaban tingkat NO dengan volume

edema
variabel R R2 Volume Nilai p
edema
NO 0,304 0,093 37,789-1,624  0,040%

*p dan R dihitung dengan uji kenasaban Spearman

GGGTTTTTTTTTTT GG TT

16 44 w54 B g9 410 1 B

Digesti Enos894_7 Jan 2015_Iskandar

Gambar 2. Hasil mencerna buatan PCR polimorfisme G894T
gen eNOS yang dilakukan dengan metode PCR-
RFLP M=marker. GT=perpindahan heterozygot;
TT=perpindahan homozygot; GG=wild type

kenasaban bermakna terhadap volume edema
(p=0,040). Keberadaan polimorfisme gen eNOS
menyebabkan tingkat NO menurun dan karena
salah satu fungsi NO adalah mengatur ketegangan
(tonus) otot polos dinding vaskular, tingkat NO yang
rendah dapat mengganggu pengaturan ini yang dapat
berdampak di gangguan aliran darah dan keluasan
edema.

SIMPULAN

Didasari penelitian ini, dapat disimpulkan bahwa
dalam strok perdarahan dalam otak tingkat NO rendah
jika ada polimorfisme G894T gen eNOS, begitu juga
dengan volume edema perifokal akan meningkat jika
terdapat polimorfisme. Antara tingkat NO yang rendah
dan peningkatan volume edema terdapat kenasaban
lemah.
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