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Perbandingan ekspres p53, Bcl-2, dan indeks apoptosis trofoblas
pada preeklampsia/eklampsia dan kehamilan normal

K. KEMAN
N. PRASETYORINI
M.J. LANGGAR

Divisi Fetomaternal Lab/SMF Obstetri Ginekologi
Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya/
RSU Dr. Saiful Anwar
Malang

Tujuan: Membuktikan bahwa, jumlah sel trofoblas yang mengalami
apoptosis pada sampel jaringan trofoblas yang berasal dari kehamilan
dengan preeklampsia/eklampsia lebih tinggi apabila dibandingkan de-
ngan kehamilan normal.

Tempat: Bagian Obstetri dan Ginekologi RSU Dr. Saiful Anwar
Malang, dan Lab Biomedik FKUB Malang.

Bahan dan carakerja: Penelitian ini merupakan studi laboratorium
secara potong lintang; dengan teknik imunohistokimia untuk penga-
matan ekspresi protein Bcl-2 dan p53, dan teknik DNA-terfragmentasi
(TUNEL) untuk menghitung indeks apoptosis. Sampel jaringan tro-
foblas berasal dari biopsi jaringan plasenta preeklampsia/eklampsia,
dibandingkan dengan persalinan normal (n = 20). Variabel bebas: p53,
Bcl-2, apoptosis. Variabel tergantung: preeklampsia/eklampsia. Analisa
statistik menggunakan Independent t test (p < 0,05).

Hasil: Terdapat perbedaan yang signifikan jumlah sel-sel trofoblas
yang mengalami apoptosis pada kelompok kehamilan normal (4,70t
1,829), dibandingkan dengan kelompok preeklampsia/eklampsia (4,70+
1,829), (t test; p<0,000). Terdapat perbedaan yang signifikan ekspresi
protein Bcl-2 pada jaringan trofoblas kelompok kehamilan normal
(20,30+5,774), dibandingkan kelompok preeklampsia/eklampsia (9,90+
1,912) (t test; p<0,000). Terdapat perbedaan yang bermakna ekspresi
protein p53 pada jaringan trofoblas kelompok kehamilan normal (8,20
+2,898), dibandingkan dengan kelompok preeklampsia/preeklampsia
(22,70+4,990) (t test; p<0,000).

Kesimpulan: Jumlah sel trofoblas yang mengalami apoptosis pada
jaringan trofoblas preeklampsia/eklampsia lebih tinggi daripada keha-
milan normal.

[Maj Obstet Ginekol Indones 2009; 33-3: 151-9]

Kata kunci: trofoblas, indeks apoptosis, p53, Bcl-2, preeklampsia,
eklampsia

Objective: To prove that amount of apoptotic trophoblast cells on
trophoblast tissue sample from preeclamptic/eclamptic complicated
pregnancy, were higher then normal pregnancy.

Setting: Department of Obstetri and Gynecology General Hospital
Dr. Saiful Anwar Malang, and Laboratory of Biomedic Medical Faculty
of Brawijaya University Malang.

Material and method: Laboratory cross sectional study, that ob-
serve immuno-histochemically, p53 and BCI-2 protein expression; also
the DNA-fragmented technically (TUNEL) to detect apoptotic cells on
trophoblastic tissue. Sample of trophoblastic tissue was performed from
biopsy of placental tissue of preeclamptic/eclamptic complicated preg-
nancy, compare by the normal pregnancy (n = 20). Independent varia-
ble: p53, Bcl-2, apoptosis. Dependent variable: preeclamptic/eclamptic.
Satistic analysis: Independent t test (p = 0.05).

Result: There are significant different amount of trophoblast cells
that were apoptotic on trophoblast tissue of preeclamptic/eclamptic
group (4.70+1.829), compare by normal pregnancy group (15.30+
3.561). (t test; p<0.000). There are significant different of Bcl-2 protein
expression on trophoblast tissue of normal pregnancy, (20.30+5.7744),
compare by preeclamptic/eclamptic group (rerata 9.90+1.9124). (t test;
p<0.000). There are significant different of p53 protein expression on
trophoblast tissue of normal pregnancy (8.20+2.898), compare by pree-
clamptic/eclamptic group (22.70+4.990). (t test; p<0.000).

Conclusion: The amount of trophoblast cells that were apoptotic on
trophoblast tissue of preeclamptic/eclamptic complicated pregnancy,
were higher then normal pregnancy.

[Indones J Obstet Gynecol 2009; 33-3: 151-9]

Keywords: trophoblast, apoptotic index, p53, Bcl-2, preeclamptic,
eclamptic

PENDAHULUAN

Preeklampsia terjadi pada 5-7% kehamilan dan
menjadi penyebab utama mortalitas dan morbiditas
pada maternal. Frekuensi preeklampsia/eklampsia
tiap negara berbeda. Di Indonesia dilaporkan ber-
kisar 3-10%. Di RSU Dr. Saiful Anwar tahun 2006
terdapat sekitar 321 kasus preeklampsia dan 72 ka-
sus eklampsia dari 2588 persalinan.1-3

Preeklampsia/eklampsia sampai saat ini mash
merupakan disease of theory. Berbagai macam pe-
nelitian belum dapat menerangkan dengan jelas pe-
nyebab pasti preeklampsia/eklampsia. Akibatnya,
sampai saat ini belum ada pengobatan definitif pada
kelainan ini.24 Banyak teori telah dikemukakan ten-
tang terjadinya hipertensi dalam kehamilan, namun
tidak satupun teori tersebut yang dianggap mutlak
benar. Menurut Sibai, teori yang banyak dianut ada-
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lah: (1) teori kelainan vaskularisasi plasenta; (2)
teori iskemia plasenta, radikal bebas dan disfungsi
endotel; (3) teori intoleransi imunologik antara ibu
dan janin; (4) teori adaptasi kardiovaskular; (5)
teori defisiensi genetik; (6) teori defisiensi gizi; (7)
teori inflamasi.14

Menurut teori iskemia plasenta, patogenesa pre-
eklampsia terdapat hubungan antara iskemia pla-
senta dan disfungsi sel endotel. Kerusakan endotel
sistemik tampak menjadi faktor utama gejala dan
tanda dari preeklampsia. Salah satu teori yang dike-
mukakan oleh Redman dan Sargant® adalah keru-
sakan endotelial sistemik disebabkan oleh mikro-
deposisi dari partikel membran mikrovili sinsitio-
trofoblas. Peningkatan perpindahan sinsitiotrofoblas
pada preeklampsia dapat disebabkan oleh apopto-
sis pada sinsitium, yang berefek pada integritas ja-
ringan. Ditengaral apoptosis berperan penting pada
proses pembaharuan sinsitium. Nukleus apoptotik
ditemukan pada sekelompok sinsisial dan mungkin
berperan pada proses pelepasan fragmen ke sirku-
lasi maternal. Proses ini berlangsung di sinsitium
plasenta pada pasien preeklampsia. Smith (1997)8,
Huppertz, (2000)7, Levi and Nelson (2000)8 mela-
porkan apoptosis plasenta meningkat secara signi-
fikan seiring dengan bertambahnya usia kehamilan.
Insiden apoptosis yang lebih besar telah diobservasi
dalam kehamilan dengan komplikasi preeklampsia
dan IUGR (Intra Uterine Growth Retardation).6-8
Peningkatan apoptosis yang dilaporkan terjadi pada
preeklampsia berhubungan dengan mekanisme yang
terkait dengan patogenesanya, di mana apoptosis
distimulasi oleh berkurangnya oksigenasi plasenta
yang menyertai penyakit ini.1.9

Trofablas yang terpapar hipoksia secara invitro
menyebabkan ikatan apoptosis proses, yang berhu-
bungan dengan peningkatan ekspresi protein p53
dan Bax, serta penurunan ekspresi anti apoptotic
Bcl-2. Ikatan apoptosis dan regulasi ke atas dari
p53 juga ditemukan di sampel plasenta yang diam-
bil dari kehamilan dan komplikasi preeklampsia.l>
Basgjour A. (2005)10 melaporkan peningkatan in-
deks apoptosis (Bax/Bcl-2) pada plasenta tikus per-
cobaan dengan preeklampsia. Di Federico (1999)11
melaporkan pada kelompok kontrol dengan kondisi
normal menunjukkan hampir tidak terjadi apoptosis
tetapi pada kelompok wanita dengan preeklampsia,
sekitar 15%-50% sitotrofoblas pada dinding uterus-
nya positif mengalami apoptosis. R. Austgulen
(2003)° melaporkan peningkatan apoptosis pada
sinsitiotrofoblas plasenta pada preeklampsia dengan
bayi kecil usia kehamilan. Levy (2002)812 mela-
porkan adanya ekspresi p53 yang meningkat pada
plasenta dari kehamilan dengan komplikasi IUGR.
Riawan W. (2004)13 melaporkan terjadinya pening-

katan kejadian apoptosis dihubungkan dengan eks-
presi p53 pada plasenta preeklampsia.

Beberapa penelitian mengenai preeklampsia dan
apoptosis telah dilakukan untuk menggali patoge-
nesis preeklampsia/eklampsia dari segi marker bio-
kimia. Namun masih banyak kontroversi dalam hal
ini. Oleh karena itu peneliti tertarik untuk memban-
dingkan proses apoptosis pada plasenta preeklamp-
sia/leklampsia dan plasenta kehamilan normal de-
ngan mengukur indeks apoptosis dan melihat eks-
presi p53 dan Bcl-2 pada sel trofoblas.

METODE

Penelitian ini merupakan studi laboratorium secara
potong lintang; dengan teknik imunohistokimia un-
tuk pengamatan ekspresi protein Bcl-2 dan p53, dan
teknik DNA-terfragmentasi (TUNEL) untuk meng-
hitung indeks apoptosis. Sampel jaringan trofoblas
berasal dari biopsi jaringan plasenta preeklampsia/
eklampsia, dibandingkan dengan persalinan normal.
(n=20). Variabel bebas: p53, Bcl-2, apoptosis. Va-
riabel tergantung: preeklampsia/eklampsia. Analisa
statistik menggunakan Independent t test (p<0,05).

Pembuatan dlide jaringan

Jaringan trofoblas hasil biopsi difiksasi pada forma-
lin 10%. Setelah itu dilakukan dehidrasi menggu-
nakan alkohol bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%,
96% dan absolut) masing-masing 60 menit. Dila-
kukan Clearing menggunakan xilol 2 kali masing-
masing 60 menit. Kemudian dilakukan infiltrasi de-
ngan parafin lunak selama 60 menit pada suhu
48°C. Kemudian dilakukan block dalam parafin
keras pada cetakan dan didiamkan selama sehari.
Keesokan harinya ditempelkan pada holder dan di-
lakukan 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 mengguna-
kan akohol berseri (absolut, 96%, 80%, 70%, 50%
dan 30%) masing-masing selama 5 menit. Kemudi-
an dibilas dalam dH,O selama 5 menit.

Imunohistokimia p53

Side dicuci dengan PBS pH 7,4 satu kali selama 5
menit. Blocking endogenous peroksida menggu-
nakan 3% H202 selama 20 menit. Cuci menggu-
nakan PBS pH 7,4 tiga kali, selam 5 menit. Block-
ing unspesific protein menggunakan 5% FBS yang
mengandung 0,25% Triton X-100. Cuci mengguna-
kan PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit. Inkubasi
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menggunakan rabbit poliklonal anti p53 (wild-
type), selama 60 menit. Cuci menggunakan PBS pH
7,4 tiga kali, selama 5 menit. Inkubasi menggu-
nakan anti rabbit HRP conjugated selam 40 menit.
Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5
menit. Tetesi dengan DAB (Diamino Benzidine)
dan inkubasi selama 10 menit. Cuci menggunakan
dH,0, selama 5 menit. Counterstaining menggu-
nakan Mayer Hematoxilen yang diinkubasi selama
10 menit dan cuci menggunakan tap water. Bilas
menggunakan dH,O dan kering anginkan. Mount-
ing menggunakan entelan dan tutup dengan cover
glass. Amati pada mikroskop cahaya. Ekspresi p53
ditunjukkan dengan warna coklat pada sitoplasma.

Imunohistokimia Bcl-2

Side dicuci dengan PBS pH 7,4 satu kali selama 5
menit. Blocking endogenous peroksida mengguna-
kan 3% H,0, selama 20 menit. Cuci menggunakan
PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit. Blocking un-
spesific protein menggunakan 5% FBS yang me-
ngandung 0,25% Triton X-100. Cuci menggunakan
PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit. Inkubasi
menggunakan rabbit poliklonal anti Bcl-2, selama
60 menit. Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali,
selama 5 menit. Inkubasi menggunakan anti rabbit
HRP conjugated selama 40 menit. Cuci menggu-
nakan PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit. Tetesi
dengan DAB (Diamino Benzidine) dan inkubasi se-
lama 10 menit. Cuci menggunakan dH,0, selama 5
menit. Counterstaining menggunakan Mayer He-
matoxilen yang diinkubasi selama 10 menit dan
cuci menggunakan tap water. Bilas menggunakan
dH,O dan keringanginkan. Mounting mengguna-
kan entelan dan tutup dengan cover glass. Amati
pada mikroskop cahaya. Ekspresi Bcl-2 ditunjukkan
dengan warna coklat pada sitoplasma.

Teknik DNA-terfragmentas (TUNEL)

Side dicuci menggunakan PBS pH 7,4 dan inku-

basi menggunakan 20 pg/ml proteinase-K selama
15 menit pada 37°C. Cuci menggunakan PBS pH
7,4 tiga kali, masing-masing selama 5 menit.
Inkubasi pada 3% H202 selama 15 menit dan se-
lanjutnya cuci dengan PBS pH 7,4 tiga kali,
masing-masing selama 5 menit. Inkubasi dengan
Tunel fragmented DNA labelling selama 60 menit
pada 37°C. Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga
kali, masing-masing selama 5 menit. Inkubasi de-
ngan Peroksidase solution selama 40 menit pada
37°C. Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali,
masing-masing selama 5 menit. Tetesi menggu-
nakan substrat untuk Peroksidase (DAB - Diamino
Benzidine) selama 20 menit pada suhu ruang. Cuci
dengan PBS pH 7,4 dan Counterstain dengan
Mayer hematoxilen selama 10 menit, bilas dengan
air kran dan cuci dengan dH,0 keringkan dan tutup
dengan coverglass. Kemudian amati di bawah mi-
kroskop cahaya dengan pembesaran 1000x, sel-sel
apoptosis ditunjukkan dengan warna coklat pada
inti sel.

HASIL PENELITIAN

Pengamatan sel apoptosis dengan teknik DNA-
terfragmentas (TUNEL)

Beberapa aspek apoptosis pada sel, dapat dikarak-
terisasi melalui morfologi seluler, yang bisa diamati
dengan menggunakan mikroskop, meliputi shrink-
age, migrasi kromatin dan membran blebing, kon-
densasi inti serta kemudian segmentasi dan pemi-
sahan menjadi apoptotic bodies (yang akan menga-
lami fagositosis). Fragmentasi DNA yang terjadi
pada proses apoptosis akan berlangsung selama be-
berapa jam, sebelum akhirnya akan mengalami fa
gositosis. Dengan menggunakan teknik pelabelan
terhadap DNA terfragmentasi (TUNEL). (Gambar
1) Penghitungan sel menurut Soini, (1998) dan Pi-
zem and Cor (2003) yang dimodifikasi413 untuk

Gambar 1. Apoptosis sel-sel Tro-
L. foblas Jaringan Plasenta yang di-
| pulas menggunakan TUNEL. Tam-
A Aw pak bahwa sel-sel trofoblas yang
| mengalami apoptosis akan ter-
'L warna coklat pada inti sel (panah
‘ warna hitam).

A. Plasenta Normal
B. Plasenta Preeklampsia.
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mengkuantifikasi indeks apoptosis jaringan trofo-
blas, diketahui bahwa terjadi peningkatan indeks
apoptosis sel-sel trofoblas. Tampak bahwa, dengan
menggunakan uji T-Test, menunjukkan terdapat per-
bedaan yang signifikan jumlah sel-sel trofoblas
yang mengalami apoptosis pada kelompok kontrol
(rerata 4,70+1,829) terhadap kelompok preeklamp-
sia (rerata 15,30+3,561) dengan nilai p<0.000. (Tabe
1)

Rerata hasil perhitungan apoptosis pada kelom-
pok normal dan preeklampsia, menunjukkan perbe-
daan rerata jumlah sel-sel trofoblas yang menga-
lami apoptosis yang signifikan pada kelompok kon-
trol terhadap kelompok preeklampsia. Perbedaan
notasi menunjukkan perbedaan yang signifikan,
dengan nilai p<0.000. (Tabel 1)

Tabel 1. Rerata hasil perhitungan apoptosis pada kelompok
normal dan preeklampsia

Kelompok Rerata + SD Notasi
Normal 4,70 1,829 a
Preeklampsia 15,30 3,561 b

Hasil uji ststistik dengan uji t menunjukkan bah-
wa, nilai signifikansi (p) dari apoptosis (TUNEL)
antara kelompok PEB dan kontrol sebesar 0,000
yang lebih kecil dari alpha 0,05, dengan nilai -t hi-
tung (-8,374), sehingga tolak Ho. Dengan demikian
dapat disimpulkan bahwa terdapat perbedaan yang
signifikan pada apoptosis (TUNEL) dari kelompok
PEB dan kelompok kontrol. Hal ini disebabkan oleh
adanya perbedaan rerata apoptosis (TUNEL) kelas
kontrol dan PEB tersebut yaitu sebesar -10,6; se-
hingga secara statistik dianggap ada perbedaan yang
nyata. (Tabel 2)

Tabel 2. Hasil Uji t tidak berpasangan antara rata-rata (X) apop-
tosis (TUNEL) kelompok kontrol dan PEB

Statistik
n mean stdev min maks
Kontrol 10 47 182878 2 7
PEB 10 153  3,56059 11 21
Uji levene Hasil uji t
F 5629 thitung -8,374 Ada perbedaan
b 0020 o 1344 | Yon9Sonifiken
p 0,000

Error Bars show Mean + 0.5 SD
]
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Gambar 2. Rerata indeks apoptosis sel-sel trofoblas jaringan
plasenta kelompok normal dan kelompok preeklampsia. Ter-
dapat menunjukkan perbedaan rerata jumlah sel-sel trofoblas
yang mengalami apoptosis yang signifikan pada kelompok
kontrol terhadap kelompok preeklampsia. Perbedaan notasi me-
nunjukkan perbedaan yang signifikan, dengan nilai p<0,000.

Pengamatan Ekspresi Bcl-2

Pada penelitian ini juga diamati ekspresi Bcl2, di-
ketahui bahwa over ekspresi dari Bcl-2 dilaporkan
akan melindungi sel-sel limfosit dari kejadian apop-
tosis, dengan memperhatikan fungsi Bcl-2, peneliti
mengamati ekspresi Bcl-2 pada preeklampsia. Pada
penelitian ini, dengan metode imunohistokimia te-
lah berhasil dilakukan pemulasan terhadap ekspresi
Bcl-2 intraseluler pada sel-sel trofoblas plasenta
dengan kasus preeklampsia (Gambar 3).

Dengan menggunakan perhitungan menurut Soi-
ni (1998) dan Pizem & Cor (2003) yang dimodifi-
kasi413 untuk menghitung jumlah ekspresi Bcl-2
diketahui bahwa terjadi penurunan yang signifikan
ekspresi Bcl-2 intraseluler sel-sel trofoblas pada
preeklampsia. Dari hasil analisis menunjukkan per-
bedaan yang signifikan ekspresi Bcl-2 intraseluler
sel-sel trofoblas kelompok normal (rerata 20,30+
5,774) dibandingkan kelompok plasenta preeklamp-
sia (rerata 9,90+1,912). Rerata hasil perhitungan
Bcl-2 pada kelompok normal dan preeklampsia me-
nunjukkan perbedaan rerata ekspresi Bcl-2 intra-
seluler sel-sel trofoblas yang signifikan pada ke-
lompok kontrol terhadap kelompok preeklampsia.
Perbedaan notasi menunjukkan perbedaan yang sig-
nifikan, dengan nilai p<0,000. (Tabel 5)
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Gambar 3. Ekspresi Bcl-2 intraseluler sel-sel trofoblas jaringan plasenta yang dipulas dengan anti Bcl-2 (imunohistokimia).
Tampak bahwa terjadi penurunan ekspresi Bcl-2 pada sel-sel trofoblas yang mengalami preeklampsia. Ekspresi Bcl-2 akan
terwarna coklat pada sitoplasma sel (panah warna hitam). A. Plasenta normal B. Plasenta preeklampsia

Tabel 3. Rerata hasil perhitungan Bcl-2 pada kelompok nor-
mal dan preeklampsia

Kelompok Rerata +SD Notasi
Normal 20,30 5774 a
Preeklampsia 9,90 1,912 b

Error Bars show Mean + 0.5 SD
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Gambar 4. Rerata ekspresi Bcl-2 intraseluler sel-sel trofoblas
jaringan plasenta kelompok normal dan kelompok preeklamp-
sia. Terdapat perbedaan rerata ekspresi Bcl-2 intraseluler sel-
sel trofoblas yang signifikan pada kelompok kontrol terhadap
kelompok preeklampsia. Perbedaan notasi menunjukkan per-
bedaan yang signifikan dengan nilai p<0,000.

Berdasarkan uji ststistik dengan uji t, menunjuk-
kan bahwa nilai signifikansi (p) dari Bcl-2 antara
kelompok PEB dan kontrol sebesar 0.000 yang le-
bih kecil dari alpha 0,05 dengan nilai -t hitung
(5,407). Dengan demikian dapat disimpulkan bah-
wa terdapat perbedaan yang signifikan pada Bcl-2
dari kelompok PEB dan kelompok kontrol. Hal ini
disebabkan oleh adanya perbedaan rata-rata Bcl-2
kelas kontrol dan PEB tersebut yaitu sebesar 10,4,
sehingga secara statistik dianggap ada perbedaan
yang nyata. (Tabel 3)

Tabel 4. Hasil uji t tidak berpasangan antara rata-rata (X) Bcl-2
kelompok kontrol dan PEB

Statistik
n mean stdev min maks
Kontrol 10 20,3 5,77446 11 31
PEB 10 99 191195 6 13
Uji levene Hasil uji t
F 6,059 thitung 5407 |  Ada perbedaan
p 0,024 of 1095 | Yangsignifikan
p 0,000

Pengamatan ekspresi p53

Peningkatan indeks apoptosis pada plasenta dengan
kasus preeklampsia memberikan dugaan bahwa ter-
jadi peningkatan aktivasi dari p53. Pada penelitian
ini, dengan metode imunohistokimia telah berhasil
dilakukan pemulasan terhadap ekspresi dan aktivasi
p53 pada jaringan trofoblas plasenta dengan kasus
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Gambar 5. Ekspresi dan aktivasi p53 sel-sel trofoblas jaringan plasenta yang dipulas menggunakan anti p53 (imunohistokimia).
Tampak bahwa terjadi peningkatan ekspresi p53 pada sel-sel trofoblas yang mengalami preeklampsia. Ekspresi p53 akan terwarna
coklat pada sitoplasma sel (panah warna hitam) sedang aktivasi p53 ditunjukkan warna coklat pada inti sel (panah putus-putus).

A. Plasenta normal B. Plasenta preeklampsia

preeklampsia (Gambar 5). Tampak bahwa, dengan
menggunakan perhitungan menurut Soini (1998)
dan Pizem & Cor (2003) yang dimodifikasi413 un-
tuk menghitung jumlah ekspresi dan aktivasi p53,
diketahui bahwa terdapat perbedaan yang bermakna
ekspress maupun aktivasi p53 kelompok plasenta
normal (8,20+2,898) dibandingkan dengan kelom-
pok plasenta preeklampsia (22,70+4,990) dengan
signifikansi p<0,000.

Rerata hasil perhitungan ekspresi aktivasi p53
pada kelompok normal dan preeklampsia menun-
jukkan perbedaan rerata ekspresi maupun aktivasi
jumlah sel-sel trofoblas yang signifikan pada ke-
lompok kontrol terhadap kelompok preeklampsia.
Perbedaan notasi menunjukkan perbedaan yang sig-
nifikan, dengan nilai p<0,000.

Tabel 5. Rerata hasil perhitungan ekspresi aktivasi p53 pada
kelompok normal dan preeklampsia

Kelompok Rerata +SD Notasi
Normal 8,20 2,898 a
Preeklampsia 22,70 4,990

Hasil pengujian dengan uji t menunjukkan bah-
wa, nilai signifikansi (p) dari p53 antara kelompok
PEB dan kontrol sebesar 0,000 yang lebih kecil dari
alpha 0,05 dengan nilai -t hitung (-7,946). Dengan
demikian dapat disimpulkan bahwa terdapat perbe-
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Gambar 6. Rerata ekspresi maupun aktivasi p53 sel-sel tro-
foblas jaringan plasenta kelompok normal dan kelompok pre-
eklampsia. Terdapat perbedaan rerata ekspresi maupun akti-
vas jumlah sel-sel trofoblas yang signifikan pada kelompok
kontrol terhadap kelompok preeklampsia. Perbedaan notasi me-
nunjukkan perbedaan yang signifikan, dengan nilai p< 0,000.

daan yang signifikan pada p53 dari kelompok PEB
dan kelompok kontrol. Hal ini disebabkan oleh ada-
nya perbedaan rata-rata p53 kelas kontrol dan PEB
tersebut yaitu sebesar (-14,5), sehingga secara sta-
tistik dianggap ada perbedaan yang nyata.
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PEB dan kontrol sebesar 0,000 yang lebih kecil dari
apha 0,05 dengan nilai -t hitung (-7,946). Dengan
demikian dapat disimpulkan bahwa terdapat perbe-
daan yang signifikan pada p53 dari kelompok PEB
dan kelompok kontrol. Hal ini disebabkan oleh
adanya perbedaan rata-rata p53 kelas kontrol dan
PEB tersebut yaitu sebesar (-14,5), sehingga secara
statistik dianggap ada perbedaan yang nyata.

Tabel 6. Hasil uji t tidak berpasangan antara rata-rata (X) p53
kelompok kontrol dan PEB

Statistik
n mean stdev min maks
Kontrol 10 8,2 2,89828 3 12
PEB 10 22,7 4,98999 11 28
Uji levene Hasil uji t
F 1,159 thitung -7,046 Ada p_erb_edaan
p 0,296 df 18 yang signifikan
p 0,000
DISKUSI

Peningkatan apoptosis sel-sel trofoblas preeklamp-
sia melibatkan peran mitokondria dalam meregulasi
proses apoptosis. Diketahui bahwa, jalur apoptosis,

Ak

;

[

= —

Survival

menurut Husada (2004)13, salah satunya melibatkan
protein (reseptor) CD95 atau reseptor Fas (yang ter-
gabung dalam TNF Receptor family) beserta Fas
ligand, yang disebut sebagai TRAIL (TNF Receptor
Apoptosis Inducing Ligand) yang membentuk jalur
menuju apoptosis dan disebut sebagai Extrinsic
pathway atau juga Death Receptor Pathway. Hal
ini dibedakan dengan Mitochondrial pathway yang
disebut juga sebagai Intrinsic Pathway.
Peningkatan ekspresi Bax intraseluler sel-sel tro-
foblas preeklampsia mendukung hal tersebut, bah-
wa jalur apoptosis melibatkan Bax (Bcl-2 family)
merupakan protein proapoptisis yang akan berin-
teraksi dengan Bcl-xI atau berikatan secara lang-
sung dengan membran luar mitokondria sehingga
terjadinya pelepasan sitokrom-c, yang akan bersa-
ma dengan Apaf-1, procaspase-9 dan ATP mem-
bentuk apoptosome, yang akan mengaktifkan jalur
apoptosis internal (Green and Reed, 1998).13
Secara jelas, Husada (2004)13 memaparkan bah-
wa Bax yang diaktifkan oleh Bid menyebabkan ter-
jadinya Permeability Transition Pore (PTP) pada
membran luar mitokondria menjadi terbuka sehing-
ga sitokrom-c bisa bocor dengan akibat apoptosis.
Protein (Bcl-2 dan Bcl-xI) mampu mencegah ter-
jadinya PTP ini. Sehingga tampak bahwa pening-
katan ekspresi Bax pada proses apoptosis oleh ka-
rena preeklampsia, memberikan bukti keterlibatan
mitokondria dalam kejadian apoptosis tersebut.

(p53) (Kinase)

Apoptosis

Gambar 7. Jalur Apoptosis melalui Mitokondria yang dimediasi oleh Bax (Bcl-2 family), bahwa Bax diaktivasi oleh protein
Bid maupun Bad yang diaktivasi melalui jalur eksternal (death receptor) melalui caspase-8. Bax berinteraksi dengan membran
luar mitokondria, yang akan menyebabkan pelepas- an sitokrom-c yang akhirnya akan menyebabkan apoptosis sel (Daniel, 2004).
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Tabel 7. Hasil uji korelasi antara ekspresi p53, BCI-2 dan apoptosis sel-sel trofoblas plasenta dengan preeklampsia berat.

Correlation
BAX p53 Apoptosis Bcl-2
BAX Pearson Correlation 1 0,726* 0,724* —0,799*
Sig. (2—tailed) 0,000 0,000 0,000
N 20 20 20 20
p53 Pearson Correlation 0,726* 1 0,874* —-0,651*
Sig. (2—tailed) 0,000 0,000 0,002
N 20 20 20 20
Apoptosis Pearson Correlation 0,724* 0,874* 1 -0,663*
Sig. (2-tailed) 0,000 0,000 0,001
N 20 20 20 20
Bcl-2 Pearson Correlation -0,799* -0,651* -0,663* 1
Sig. (2—tailed) 0,000 0,002 0,001
N 20 20 20 20

Dengan menggunakan metode yang sama, de-
ngan mengamati ekpsresi Bcl-2, sebagai antiapop-
totik, memberikan gambaran yang mendukung bah-
wa telah terjadi penurunan yang signifikan ekspresi
Bcl-2 intraseluler sel-sel trofoblas jaringan plasenta
preeklampsia. Protein (Bax) dapat bekerja dengan
membuka saluran Ca2+ atau menghambat Bcl-2 se-
hingga membuat efek anti-apoptotik Bcl-2 terha-
lang, demikian pula Bad menghambat Bcl-xl. Ke-
rusakan DNA terjadi karena beberapa faktor, antara
lain: AlIF (Apoptosis Inducing Factor) yang terletak
di intermembran mitokondria, bocor keluar oleh ka-
rena pecahnya membran mitokondria kemudian me-
masuki nukleus dan menimbulkan kerusakan, aktif-
nya berbagai endonuclease, di antaranya Endonu-
clease G, PARP (Poly-ADP Ribose Polimerase)
memicu kematian sel via apoptosis dengan menem-
puh berbagai jalur (pathways) (Husada, 2004).13

Daniel (2004), mengilustrasikan bahwa jalur
apoptosis melalui mitokondria yang dimediasi oleh
Bax (Bcl-2 family), yang mana bahwa Bax diakti-
vasi oleh protein Bid maupun Bad. Bad diaktivasi
melalui jalur eksternal (death receptor) melalui
caspase-8. Bax berinteraksi dengan membran luar
mitokondria, yang akan menyebabkan pelepasan si-
tokrom-c yang akhirnya akan menyebabkan apop-
tosis sel.

Berdasarkan gambaran tersebut, menunjukkan
keterlibatan protein 53 kDa (p53). Bahwa p53 ter-
libat dalam kejadian apoptosis sudah dilaporkan
pada penelitian terdahulu (Riawan, 2004).13 De-
ngan analisis jalur keterkaitan p53 terhadap ek-

spresi Bax (proapoptic protein) yang dilakukan
memberikan hasil bahwa, terdapat hubungan positip
peningkatan eskpresi p53 diikuti peningkatan ek-
spresi intraseluler Bax.

Korelasi antara ekspresi p53, Bcl-2 dan apoptosis
sel-sel trofoblas plasenta dengan preeklampsia be-
rat.

Hasil uji korelasi antara ekspresi p53, Bcl-2 dan
apoptosis sel-sel trofoblas plasenta dengan preek-
lampsia berat. Menunjukkan hubungan positip (ko-
relasi positip) yang signifikan antara peningkatan
ekspresi dari p53 dengan ekpsresi Bcl-2 intrase-
luler dan juga apoptosis sel-sel trofoblas plasenta
dengan preeklampsia. Sejalan dengan penemuan
Daniel (2004)12, bahwa p53 akan mengaktivasi Bax
melalui jalur signal transduksi beberapa molekul,
yang akan menyebabkan terjadinya Permeability
Transition Pore (PTP) pada membran luar mito-
kondria menjadi terbuka sehingga sitokrom-c bisa
bocor dengan akibat apoptosis.

KESIMPULAN

Pada penelitian ini didapatkan jumlah sel trofoblas
penderita preeklampsia berat yang mengekspresi-
kan p53, dan indeks apoptosisnya lebih tinggi di-
bandingkan dengan kehamilan normal. Sedangkan
jumlah sel trofoblas yang mengekspresikan Bcl-2
lebih tinggi pada kehamilan normal dari pada pen-
derita preeklampsia berat yang mengalami proses
apoptosis. Berdasarkan hasil analisis statistik de-
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ngan menggunakan uji T didapatkan adanya perbe-
daan yang bermakna pada ekspresi p53 dan Bcl-2
serta indeks apoptosis antara kedua kelompok (p<
0,05).

Dengan demikian dapat ditarik suatu kesimpulan
bahwa, jumlah sel trofoblas pada jaringan trofoblas
kehamilan preeklampsia/eklampsia lebih tinggi, apa-
bila dibandingkan dengan kehamilan normal.
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