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ABSTRAK

Wardani, Isnaini Y. 2018. Ekspresi Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a)
Jaringan Plasenta Bayi Berat Badan Lahir Rendah pada Kehamilan
Terinfeksi Malaria dan Kehamilan Tidak Terinfeksi Malaria Di RSUD
T.C. Hillers, Maumere, NTT. Tugas Akhir, Program Studi Pendidikan
Dokter, Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya. Pembimbing: (1) dr.
Nugrahanti Prasetyorini, SpOG (K) (2) Wike Astrid Cahayani, S.Ked.,
M.Biomed.

Pertumbuhan janin terhambat (PJT) merupakan kelainan pada bayi yang
mengganggu pertumbuhan, dengan manifestasi berupa bayi berat badan lahir
rendah (BBLR), yaitu kurang dari normal <10 persentil atau di bawah 2500 gram.
Faktor risiko terjadinya PJT dapat berasal dari faktor ibu, plasenta maupun janin.
Infeksi malaria plasenta merupakan salah satu infeksi yang terjadi pada masa
kehamilan, di mana salah satu penyebab utamanya adalah Plasmodium vivax.
Provinsi Nusa Tenggara Timur merupakan salah satu daerah endemis
Plasmodium vivax. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
perbandingan ekspresi HIF-la pada jaringan plasenta bayi BBLR pada
kehamilan yang terinfeksi malaria dan kehamilan yang tidak terinfeksi malaria di
RSUD T.C Hillers, Maumere, NTT. Dari hasil pemeriksaan PCR pada ibu hamil di
RSUD T.C. Hillers antara bulan Oktober 2017 — April 2018, diperoleh 13 sampel
positif Plasmodium vivax dan 12 sampel negative Plasmodium vivax. Hasil
penelitian ini ditemukan bahwa tidak terdapat perbedaan yang signifikan pada
rata-rata ekspresi HIF-1a jaringan plasenta bayi BBLR pada kehamilan yang
terinfeksi malaria (4.47+3.26) dan tidak terinfeksi malaria (3.00+£1.65) di RSUD
T.C. Hillers, Maumere, NTT, dengan nilai p=0,173.

Kata kunci: Ekspresi HIF-1a, Hipoksia, Jaringan Plasenta, BBLR, Malaria
Plasenta, NTT



ABSTRACT

Wardani, Isnaini Y. 2018. Expression of Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha
(HIF-1a) of Low Birth Weight Infant’s Placenta on Malaria
Placental dan Non-Malaria Placental in RSUD T.C. Hillers,
Maumere, NTT. Final Project, Medical Education Study Program,
Faculty of Medicine, Universitas Brawijaya. Advisors: (1) dr. Nugrahanti
Prasetyorini, SpOG (K) (2) Wike Astrid Cahayani, S.Ked., M.Biomed.

Intrauterine Growth Restriction (IUGR) is a disorder in infants that
disrupts growth, which manifest in the form of low birth weight babies (LBW),
which is less than normal <10 percentiles or below 2500 grams. Risk factors for
IUGR origins from maternal, placental or fetal factors. Placental malaria infection
is the infections that occurs during pregnancy, where one of the main cause is
Plasmodium vivax. East Nusa Tenggara Province is one of the endemic areas of
Plasmodium vivax. Therefore, this study aims to determine the comparison of
HIF-1a expression in placental tissue of LBW infants in pregnancies infected with
malaria and non-malaria-infected pregnancies in the T.C Hillers Hospital,
Maumere, NTT. From the results of PCR examination in pregnant women in
RSUD T.C. Hillers between October 2017 - April 2018, 13 positive samples of
Plasmodium vivax and 12 negative samples of Plasmodium vivax were obtained.
The results of this study found that there were no significant differences in the
mean expression of HIF-1a placenta tissue in LBW infants in pregnancies
infected with malaria (4.47 + 3.26) and not infected with malaria (3.00 = 1.65 ) in
RSUD T.C. Hillers, Maumere, NTT, with p value= 0.173.

Keywords: Expression of HIF-1a, Hypoxia, Placental Tissue, LBW, Placenta
Malaria, NTT



BAB |

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Pertumbuhan janin terhambat (PJT) atau Intrauterine Growth Restriction
(IUGR) adalah kondisi yang diTandai dengan pertumbuhan janin kurang dari
normal atau <10th persentil pada usia kehamilan (Longo et al. 2013). Pada
pemeriksaan ultrasonografi (USG) didapatkan penurunan kecepatan
pertumbuhan pada akhir masa kehamilan atau ketidaknormalan indeks doppler
pada arteria umbilikalis atau arteria cerebri media (Sherin dan Alison, 2016).

Pertumbuhan janin terhambat (PJT) dapat disebabkan oleh beberapa
faktor, antara lain faktor janin, faktor ibu, dan faktor dari plasenta (Brodsky dan
Christou, 2004). Karena berfungsi sebagai media pertukaran nutrisi dan oksigen
antara ibu dan janin. Oleh karena itu, hal-hal yang dapat mempengaruhi kondisi
fisiologis plasenta, missal karena infeksi malaria, inflamasi, deposisi fibrin
intervillous dan infark, yang dapat berpengaruh terhadap pertumbuhan janin
(Walter et al. 1982).

Pertumbuhan janin terhambat (PJT) terjadi pada sekitar 5-15% dari
semua kehamilan di Amerika Serikat dan Eropa, namun sangat bervariasi
persentasenya di negara-negara berkembang, yaitu 30-55% di Asia Tengah dan
Selatan, 15-25% di Afrika, dan 10-20% di Amerika Latin (Saleem et al. 2011).
Asia-Afrika menduduki persentase tertinggi untuk PJT di mana kondisi ini sering

dihubungkan dengan letak geografis Asia-Afrika yang dikenal sebagai daerah
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endemis penyakit tropis salah satunya di Sub-Sahara Afrika, sekitar lebih dari 30
juta wanita hamil di Afrika diperkirakan terinfeksi malaria selama masa
kehamilan. Meskipun tanpa gejala, infeksi malaria meningkatkan risiko PJT dan
kelahiran prematur, terutama pada primigravida (Guyatt dan Snow, 2004). Dalam
hal ini, malaria merupakan salah satu penyakit infeksi yang endemis di Indonesia
bagian timur yang dapat menyebabkan PJT (Sullivan et al. 1999). Namun hal
tersebut bukan menjadi faktor utama penyebab PJT, karena tidak semua ibu
hamil di daerah endemis malaria terinfeksi malaria selama masa kehamilan,
kondisi ini tidak lepas dari faktor imunitas (Guyatt dan Snow, 2004).

Malaria adalah infeksi yang disebabkan oleh parasit uniseluler dari genus
Plasmodium. Parasit tersebut bersifat obligat intaseluler yang mampu
menginfeksi dan bereplikasi di sel hepatosit dan eritrosit. Terdapat lima spesies
Plasmodium yang dapat menginfeksi manusia, yaitu Plasmodium falciparum,
Plasmodium malariae, Plasmodium ovale, Plasmodium vivax, dan Plasmodium
knowlesi (Spinello et al. 2012). Dilaporkan bahwa setiap tahunnya didapatkan
lebih dari 500.000 orang meninggal disebabkan karena malaria, di mana 90%
dari kasus tersebut disebabkan infeksi Plasmodium falciparum (Hay et al. 2009).

Malaria plasenta dapat dikarakteristikkan dengan squestrasi eritrosit yang
terinfeksi Plasmodium falciparum dan infiltrasi sel-sel imun di dalam ruang-ruang
intervilli plasenta (Fairhurst dan Wellem, 2015). Menurut data dari Riset
Kesehatan Dasar (Riskesdas) Tahun 2013, dilaporkan 1,9% kelompok ibu hamil
berpotensi tinggi terinfeksi Plasmodium falciparum di Indonesia. Adapun infeksi
malaria kehamilan terbanyak kedua disebabkan oleh Plasmodium vivax (Rijken
et al. 2012). Infeksi malaria yang disebabkan oleh Plasmodium vivax juga

beresiko tinggi di kawasan timur Indonesia, terutama Nusa Tenggara Timur,
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Maluku, dan Papua. Sebagian besar Kalimantan dan Sumatra juga termasuk
wilayah yang endemis malaria vivax, tetapi tingkat endemisitasnya jauh lebih
rendah dibandingkan sebagian besar kawasan timur Indonesia (Elyazar et al.
2012).

Patogenesis malaria plasenta oleh Plasmodium vivax diawali dengan
invasi Plasmodium vivax melalui gigitan nyamuk dari Anopheles betina ke dalam
tubuh inang (manusia) mengeluarkan sporozoit dan bersirkulasi menuju
peredaran darah. Selanjutnya, parasit muda di hepar akan matang dan
mengubah bentuknya dari ring menjadi bentuk trofozoit. Sel darah merah yang
terinfeksi akan mengalami sitoaderensi pada sel endotel pembuluh darah
berbagai organ (Autino et al. 2012). Sitoaderensi pada mikrovaskuler akan
mengakibatkan obstruksi pada pembuluh darah sehingga tidak dapat
meneruskan suplai O, ke jaringan, di mana kondisi ini disebut sebagai hipoksia
(Autino et al. 2012)

Hipoksia jaringan memicu pengeluaran mediator inflamasi dan
angiogenesis, serta peningkatan ekspresi mediator regulasi homeostasis yaitu
Hypoxia Inducible Factor 1 alpha (HIF-1a). Protein HIF-1a juga merupakan
protein pendana terjadinya hipoksia jaringan (Eltzschig dan Carmeliet, 2014).
Penelitian Boeuf et al (2008), menujukkan adanya peningkatan HIF-1a akibat
respon hipoksia jaringan plasenta yang terinfeksi malaria Plasmodium falciparum
selama masa kehamilan. Di Indonesia penelitan mengenai HIF-1a pada
kehamilan yang terinfeksi malaria masih sedikit dijumpai terutama yang
diakibatkan oleh Plasmodium vivax. Oleh karena itu, penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui ekspresi protein HIF-1a pada jaringan plasenta terkait status

infeksi malaria pada ibu hamil.
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1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana perbandingan antara ekspresi HIF-1a jaringan plasenta bayi
berat badan lahir rendah (BBLR) pada ibu hamil dengan infeksi malaria dan ibu

hamil tanpa infeksi malaria.

1.3 Tujuan Penelitian

Berdasarkan rumusan masalah yang telah dijelaskan, maka tujuan dari
penelitian ini dibagi menjadi tujuan umum dan tujuan khusus :
1.3.1 Tujuan Umum

Untuk mengetahui perbandingan antara ekspresi HIF-1a jaringan
plasenta bayi BBLR pada kehamilan terinfeksi malaria dan kehamilan tidak
terinfeksi malaria.
1.3.2 Tujuan Khusus

a. Membuktikan adanya ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta BBLR
yang terinfeksi malaria dalam kehamilan dan tidak terinfeksi malaria
dalam kehamilan.

b. Membuktikan lokasi ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta BBLR
yang terinfeksi malaria dalam kehamilan dan tidak terinfeksi malaria
dalam kehamilan.

c. Membuktikan ekspresi HIF-1a jaringan plasenta pada kehamilan
dengan BBLR yang terinfeksi malaria dalam kehamilan lebih tinggi

dari yang tidak terinfeksi malaria.
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1.4 Manfaat Penelitian

Berdasarkan tujuan penelitian yang telah dijelaskan, maka dapat
diketahui manfaat dari penelitian ini yaitu :
1.4.1 Manfaat Akademis

Menambah khasanah teori mengenai ekspresi HIF-1a pada jaringan
plasenta bayi BBLR dengan kehamilan terinfeksi malaria dan kehamilan yang
tidak terinfeksi malaria.
1.4.2 Manfaat Praktis

Tujuan akhir dari penelitian ini adalah peningkatan dari ekspresi HIF-1a
diharapkan dapat menjadi media untuk membantu suplai O, pada jaringan

plasenta yang terobstruksi akibat infeksi malaria dalam kehamilan.
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A Plasenta

Plasenta adalah bagian dari janin yag berfungsi dalam proses respirasi,

ekskresi dan pencernaan janin, memegang peran penting dalam sintesis dan

regulasi hormone, media transportasi yang menjadi penghubung ibu dan janin,

organ vaskuler sementara yang sekaligus sebagai tempat pertukaran nutrisi dan

gas darah antara sirkulasi ibu dan janin (Witkin,2004). Plasenta terdiri dari dua

komponen pertukaran yang berbeda yaitu janin plasenta (feto-placenta) dan ibu

(Eriksson et al. 2010).

Diagram of mature chorionic villus (a) and villus in cross section (b)

Uterine spiral artery
Uterine vein
Decidua basalis

Cytotrophoblastic
shell

Free-floating
villus

S

tem villus
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Mother to fetus

Oxygen, water + electrolytes, nutrients
(carbohydrates, amino acids, lipids),
hormones, antibodies, vitamins, iron and
trace elements, drugs, toxins, alcohol,
some viruses

Fetal microvessel
Hofbauer cell
Fetal mesenchyme
Basal lamina

Cytotrophoblastic cell
Syncytiotrophoblast

Fetus to mother

Carbon dioxide, water +
electrolytes, urea + uric acid,
creatinine, bilirubin,
hormones, RBC antigens

Gambar 2.1 : Pematangan vilus dan aliran darah (a) zat yang disalurkan dari ibu
ke bayi maupun dari bayi ke ibu (b). (Sumber : Donnelly dan Campling. 2014)

Pada gambar di atas dijelaskan mengenai jalannya aliran darah pada
plasenta, selain itu juga dijelaskan mengenai zat yang disalurkan baik dari ibu
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menuju janin maupun dari janin kepada ibu. Untuk zat yang disalurkan dari ibu
ke janin meliputi oksigen, air dan elektrolit, nutrisi (seperti karbohidrat, asam
amino dan lemak), hormon, antibodi, vitamin, zat besi, dan trace element, obat,
toxin, alkohol dan beberapa virus. Sedangkan zat yang disalurkan dari bayi
kepada ibu meliputi karbon dioksida, air dan elektrolit, uric acid, kreatinin,
bilirubin, hormon, antigen darah merah (Donnelly dan Campling. 2014).

2.1.1 Anatomi dan Histologi Plasenta

Vena umbilicalis

Arteria umbilicalis [

Chorionic Plate

Intervillous Space

~ & 9 7 sk Vilkios Trec
Ie {mn.,l\m / ﬁ. (b Lﬂ :‘ ’," \ O
QS‘ ) /’( R \-/"L IE \\ [ Fetal Vasculalure
/ L7 Basal Plalo \'/
/ Spiral Anteries Draining Veins

sef*

Lap :r,L 0ps

Gambar 2.1.1 A: Struktur plasenta dan komponen yang berperan di dalam
plasenta. (Sumber : Plitman et al. 2016)

Komponen penampang plasenta manusia meliputi vili terminalis, arteria
spiralis, draining veins, fetal vasculature, villuos tree, intervillous space. Dari
komponen tersebut membantu dalam mengalirkan darah antara ibu dan janin.
Darah janin melapisi plasenta dari arteri umbilikalis dan kembali beroksigenasi
melalui vena umbilikalis. Darah ibu mencapai plasenta dari arteri spiral,
menembus melalui vili dan kembali mengalami penurunan oksigen pada
pembuluh darah (Plitman et al. 2016).

Tahap perkembangan dari plasenta dapat dilihat melalui struktur histologi,
struktur vilus, percabangan pembuluh, dan tipe komponen sel pembuluh. Vilus

merupakan komponen utama dalam plasenta yang memiliki struktur khas
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berbentuk tree (pohon), terdapat lima tipe dari vilus yaitu stem villi, immature villi,
intermediate villi, mature intermediate villi, terminal villi, Mesenchymal villi (Wang

dan Zhao, 2010).

terminal villi L1 ..' ‘*,‘ B

To the umbilical cord —__

Fetal
Surface

——Stem villus
Intermediate vili
Tarminal viNi

Maternal
uface \

Gambar 2.1.1 B : Struktur cabang vili dan cabang pembuluh
(Sumber :Wang dan Zhao. 2010)

Dari gambar di atas dijelaskan terdapat berbagai bentuk cabang vili dan
cabang pembuluh dari kotiledon, gambar A menunjukkan jenis vili plasenta pada
plasenta manusia, gambar B menunjukkan pohon vili yang terhubung menuju
permukaan janin (lempeng korionik) dan permukaan ibu (lempeng basal).
Dinamakan pohon vili karena strukturnya yang menyerupai pohon dan struktur
dasarnya terbentuk pada usia awal gestasi. Dari yang semula berbentuk batang
(Trunk) menyelam ke plasenta dari pembuluh permukaan janin, batang vili
kemudian membelah menjadi cabang besar menjadi vili perantara, dengan
struktur yang terlihat pengumpulan nutrisi di ujungnya, diikuti oleh vili terminal.
Pada trisemester kedua dan ketiga vili terminal akan terus menerus menjadi
matang sehingga terjadi peningkatan kuantitas dan kualitas pertukaran oksigen
dan nutrisi yang melintasi vili terminal antara darah ibu dan janin, sebagai respon
untuk mendukung pertumbuhan janin (Wang dan Zhao, 2010)

Plasenta villus terdiri dari tiga lapisan yaitu sinsitiotrofoblas, sel
mesensimal dan fibroblas yang berada di dalam stroma inti villus antara trofoblas
dan pembuluh janin, serta sel vaskular janin yang meliputi sel otot polos vaskular,

sel perivaskular (pericyte) dan sel endotel, dengan jenis sel yang berbeda-beda

pada masing-masing lapisan (Wang dan Zhao, 2010).
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Trofoblas adalah sel yang membentuk lapisan terluar dari blastosit yang
menyediakan nutrisi kepada embrio dan berkembang menjadi sebagian besar
plasenta, terbentuk pada tahap awal kehamilan dan merupakan sel pertama
untuk membedakan dari sel telur yang dibuahi. Vilus trofoblas terdiri dari dua
populasi sel yaitu sitotrofoblas yang tidak berdiferensiasi dan sinsitotrofoblas
yang berdiferensiasi sepenuhnya. Sinsitotrofoblas adalah sel epitel yang
berkelanjutan dan khusus menutupi seluruh vili dan bersentuhan langsung
dengan darah ibu. Luas permukaan sinsitotrofoblas sekitar 5 meter persegi pada
usia gestasi 28 minggu dan mencapai higga 11-12 meter persegi (Ellery et al.
2009).

Pada lapisan stroma vili plasenta terdapat sel Hofbauer yang berfungsi
sebagai makrofag. Sel-sel ini berasal dari mesenkim dan berkembang selama
trisemester pertama dan kedua pada jaringan vili plasenta. Sel Hofbauer yang
merupakan sel Antigen Presenting Cell (APC) di plasenta, memegang peran
penting dalam proses pertahanan inang, selain itu juga berkonstribusi dalam
diferensiasi trofoblas dan angiogenesis dengan menghasilkan berbagai faktor
pertumbuhan dan sitokin, meskipun fungsi dari sel Hofbauer dalam proses
perkembangan pembuluh darah plasenta tidak diketahui secara jelas,
diperkirakan sel Hofbauer juga berperan dalam mengatur vili mesensimal dan vili
yang tumbuh selama perkembangan vaskulogenik dan angiogenik pembuluh
darah plasenta manusia, mengekspresikkan dan menghasilkan faktor angiogenik
seperti Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Fibroblast Growth Factor
(FGF), vaskulotropin, dan faktor proliferasi vaskuler di sel endotel (Khan et al.
2000). Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) merupakan mitogen pada sel

endotel yang dapat secara spesifik menginduksi proliferasi endotel, migrasi sel,
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dan menghambat apoptosis. Protein Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
in vivo menginduksi angiogenesis dan memainkan peran sentral dalam regulasi
vaskulogenik (Demir et al. 2004).

Sel perisit merupakan sel perivaskuler yang terletak mengelilingi
endothelium kapiler dan venula, berkemampuan untuk mendukung sel endotel,
menjaga stabilitas pembuluh dan integritas mikrovaskuler dengan membatasi
migrasi dan proliferasi sel endotel (Sims et al. 2000). Sel perisit juga
mempengaruhi fungsi pembuluh darah pada mikrovaskuler dan proses
permeabilitas zat terlarut (Wang dan Zhao, 2010).

2.1.2 Fungsi Plasenta

Fungsi utama dari plasenta antara lain transport O, dan nutrisi untuk
janin, serta mengembalikan transfer CO, urea, dan sisa katabolik yang lain ke
ibu, dengan mekanisme yang berbeda-beda setiap substansi tersebut. Umumnya
substansi penting seperti O, CO, air dan sodium, akan disalurkan dengan cepat
melalui difusi. Sedangkan untuk substansi yang berperan dalam sistesis
pembentukan jaringan seperti asam amino, enzim ko-faktor dan vitamin, akan
disalurkan melalui mekanisme transport aktif, yang diperlukan untuk
pertumbuhan janin, sedangkan protein seperti immunoglobulin IgG memerlukan
pinositosis (metode transport molekul yang berukuran besar untuk menembus

membran) dari janin (Keman, 2012).

2.2 Pertumbuhan Janin Terhambat (PJT)
2.2.1 Definisi
Pertumbuhan janin terhambat (PJT) adalah terhambatnya pertumbuhan

janin yang etiologinya dapat diklasifikasikan berdasarkan faktor ibu, janin,
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maupun plasenta. Pada praktik Klinis karakteristk IUGR dapat dideteksi
berdasarkan berat badan lahir kurang dari 2500 gram atau berat janin <10"
persentil; pemeriksaan lingkar perut ibu <25" persentil, dan dengan
pemeriksaan USG pada pertumbuhan janin ditemukan perubahan indeks
pemeriksaan doppler dengan bentukan gelombang arteri umbilikal abnormal atau
penurunan denyut arteri serebral tengah yang menunjukkan adanya kelainan
pada janin (Alberry dan Soothill, 2007). Akibatnya, bayi PJT akan mempunyai
risiko lebih tinggi lahir prematur, asfiksia, perubahan termoregulasi, hipoglikemia,
disfungsi jantung, dan infeksi; di mana kondisi ini dapat mempengaruhi kualitas
hidup bayi pada fase selanjutnya serta dapat menyebabkan gangguan
perkembangan otak pada masa kanak-kanak, risiko penyakit metabolik, dan
kardiovaskuler pada masa dewasa (Longo et al. 2013).
2.2.2 Tipe Pertumbuhan Janin Terhambat (PJT)

Berdasarkan karakteristiknya PJT dibagi menjadi 2 yaitu simetris dan

asimetris. Perbedaan antara simetris dan asimetris dapat dilihat pada table 2.2.2.

Karakteristik " PJT Simetris PJT Asimetris

Period insult Awal gestasi Akhir gestasi

Insiden dari total kasus 20%-30% 70%-80%

PJT

Etiologi Kelainan....genetik—dan-—Kelainan pada

infeksi dari dalam fetus uteroplasental

Lingkar kepala, lingkar  Semua proposinya Lingkar perut menurun,

perut, diameter berkurang sedangkan

biparietal dan panjang diameter biparietal,

femur lingkar kepala,
dan panjang femur
normal

Jumlah sel Berkurang Normal

Ukuran sel Normal Berkurang

Ponderal indeks Normal (lebih dari 2) Berkurang (kurang dari

2)
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Antropometri berat, Berkurang untuk semua Berkurang pada berat
panjang dan lingkar parameter badan,panjang dan
kepala pascanatal lingkar kepala normal
Perbedaan antara Kurang dari 3 cm Lebih dari 3 cm
lingkar kepala dan dada

Kondisi kekurangan Kurang jelas Lebih jelas

gizi

Prognosis Buruk Bagus

Gambar 2.2.2 : Perbedaan PJT simetris dan PJT asimetris
(Sumber : Sharma et al. 2016)

2.2.3 Patofisiologi PJT

Berdasarkan patofisiologi terjadinya PJT dibedakan menjadi dua yaitu
secara maternal dan uteroplasental (Villar et al. 2013). Penyebab terbanyak
yang mengakibatkan pertumbuhan janin terhambat adalah pada kegagalan
fungsi saluran plasenta yang tidak mampu secara optimal menyuplai nutrisi dan
oksigen untuk mendukung pertumbuhan aerobik pada janin, kondisi ini akan
menyingkirkan dugaan IUGR simetris, anomali pada kromosom janin, anomali
struktural dan infeksi janin. Oleh karena maladaptasi vaskuler plasenta invasi
trofoblastik endovaskuler, sehingga terjadi peningkatan resistensi vaskuler dan
penurunan aliran darah plasenta di kompartemen koriodesidual (Krishna dan
Bhalerao, 2011). Akibatnya janin akan tumbuh dengan ukuran kecil atau disebut
dengan small for gestation age (SGA) ( Villar et al. 2013).
2.2.3.1 Uteroplasental

Uteroplasental artinya terjadinya PJT disebabkan karena adanya kelainan
atau kerusakan pada plasenta (Eriksson et al. 2010).
2.2.3.2 Maternal

Maternal artinya terjadinya PJT tidak disebabkan karena adanya kelainan

pada plasenta, melainkan disebabkan pada kondisi ibu maupun janin yang
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dikdanungnya. Penelitian sebelumnya telah menunjukkan bahwa ada hubungan
antara risiko hipertensi dan penyakit jantung dan berat plasenta, diameter dan

luas penampang (Eriksson et al. 2010).

2.3 Malaria dalam Kehamilan
2.3.1 Pengertian Malaria dalam Kehamilan dan Prevalensi

Infeksi malaria dalam kehamilan adalah infeksi yang disebabkan oleh
golongan Plasmodium yang terjadi selama masa kehamilan, yang seringkali
disebut juga dengan malaria plasenta karena infeksi parasit berakumulasi di
dalam plasenta. Infeksi yang disebabkan oleh Plasmodium vivax dapat
memberikan kontribusi terhadap peningkatan mortalistas dan morbiditas ibu dan
janin, peningkatan angka keguguran, kematian janin intrauterin, persalinan
prematur bayi lahir dengan berat badan rendah, dan kematian bayi (Schantz dan
Nour, 2009).

Berdasarkan data dari World Health Organization (WHO) pada tahun
2009, terdapat 25 juta wanita hamil yang pada tahun tersebut diketahui berisiko
malaria, lebih dari 10.000 kematian ibu dan 200.000 bayi disebabkan karena
infeksi malaria (WHO, 2009).

Selama beberapa tahun malaria telah dikenal sebagai penyakit
mematikan yang disebabkan oleh infeksi parasit. Pada laporan dunia tahun 2015,
diperkirakan 438.000 kematian akibat malaria, dan sekitar 69% (306.000) adalah
anak-anak di bawah usia 5 tahun. Dari semua kematian akibat malaria, 90%
dilaporkan berasal dari wilayah Afrika dan sisanya berasal dari kawasan Asia

Tenggara dan kawasan Mediterania Timur (WHO, 2015).
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2.3.2 Epidemiologi

Malaria menyebabkan risiko yang sangat tinggi pada wanita hamil dan
janin. Di daerah endemik malaria, diperkirakan bahwa setidaknya 25% ibu hamil
terinfeksi malaria, yang menyumbang lebih dari 20% dari semua kematian ibu.
Malaria menyumbang lebih dari 10.000 kematian neonatal ibu dan 200.000 per
tahun secara global (Schantz dan Nour, 2009).

Di Afrika, diketahui bahwa malaria merupakan penyebab utama dari
anemia berat pada wanita Afrika yang hamil, dan dengan mekanisme ini malaria
menyebabkan sekitar 10.000 kematian ibu setiap tahun (Guyatt dan Snow,
2001).

Di Indonesia, infeksi malaria dalam kehamilan akibat infeksi Plasmodium
vivax banyak terjadi di kawasan timur Indonesia, terutama Nusa Tenggara Timur,
Maluku, dan Papua. Sebagian besar Kalimantan dan Sumatra juga memiliki
wilayah penularan yang besar, tetapi tingkat endemisitasnya jauh lebih rendah

daripada di sebagian besar kawasan timur Indonesia (Elyazar et al. 2012).

2.3.3 Siklus hidup Plasmodium vivax

Siklus hidup Plamodium vivax, dimulai dari fase seksual sporogoni di
dalam nyamuk Anopheles betina yang menghasilkan sporozoit, serta tahap
aseksual skizogoni di dalam tubuh manusia yang menghasilkan skizon dan
merozoit. Di dalam aliran darah, beberapa merozoit berdiferensiasi menjadi
gametosit (gametogoni), yang akan dihisap oleh nyamuk Anopheles betina akan
menjadi matang dan berubah menjadi mikrogamet jantan dan makrogamet
betina. Perpaduan mikrogamet dan makrogamet menghasilkan pembentukan
ookinet motil yang bermigrasi ke bagian luar dinding lambung nyamuk dan

membentuk oosit. Di dalam oosit, sporozoit yang berbentuk benang oosit akan
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matang dan pecah ke dalam rongga tubuh manusia, melepaskan sporozoit,
kemudian bermigrasi melalui jaringan tubuh manusia menuju kelenjar ludah,
yang selanjutnya dapat memasuki tubuh manusia melalui gigitan nyamuk.
Pelepasan merozoit dari skizon di hati yang pecah akan memulai infeksi aliran
darah atau skizogony erythrocytic dan akhirnya muncul gejala klinis malaria.
Patofisiologi Plasmodium vivax dan Plasmodium ovale berbeda dari Plasmodium
falciparum dan P. malariae, di mana perbedaan tersebut dapat dilihat dari
adanya fase kambuh (Haind. 2014).

Setelah amplifikasi parasit dalam aliran darah untuk jangka waktu dan
perkembangan sinkron, serangan klinis malaria pada beberapa spesies berbeda-
beda. Plasmodium falciparum menginfeksi eritrosit dari segala usia, Plasmodium
vivax dan Plasmodium ovale terutama menginfeksi eritrosit muda, Plasmodium

malariae menginfeksi eritrosit yang lebih tua (Haind. 2014).
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Gambar 2.3.3 : Siklus hidup Plasmodium vivax
(Sumber : CDC. 2018)
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Dari gambar di atas dijelaskan terdapat duabelas proses, tiga tahap
(tahap di dalam hepar manusia,di dalam darah manusia dan di dalam tubuh
nyamuk), dan tiga siklus (siklus exo-erythrocytic, siklus erythrocytic, dan siklus
sporogonic) (CDC, 2018).

2.3.4 Patofisiologi dan Patogenesis Malaria spesies Plasmodium vivax

Patofisiologi malaria dimulai dari nyamuk Anopheles yang terinfeksi
menginvasi inang melalui gigitan, Plasmodium vivax akan dikeluarkan dari saliva
nyamuk menuju aliran pembuluh darah manusia. Dalam beberapa jam parasit
tersebut akan bermigrasi ke hati, tempat terjadinya replikasi sebelum dilepaskan
kembali ke aliran darah inang. Diketahui bahwa masa inkubasi dari sejak di
gigitan nyamuk hingga timbul gejala sekitar 7 hingga 30 hari, gejalanya meliputi
sakit kepala, mual, muntah dan mialgia (Julianna dan Nawal, 2009). Infeksi
malaria menyebabkan terbentuknya kompleks imunoglobulin dan peningkatan
produksi faktor nekrosis tumor. Pada genus Plasmodium vivax mempunyai
kemampuan menyebabkan sitoadheren atau melekatnya eritrosit pada dinding
vaskuler tidak seperti Plasmodium falciparum yang dilanjutkan dengan proses
sekuestrasi atau kemampuan sel darah merah yang terinfeksi bersembunyi pada
pembuluh darah kecil, namun kejadian adheren pada Plasmodium vivax ini akan
menyebabkan kerusakan pada organ akhir berupa perdarahan dan penyumbatan

(infract) (White et al. 2008).
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Gambar 2.3.4 : Patogenesis infeksi malaria plasenta
(Sumber : Schofield dan Grau2005)

Dari gambar di atas dijelaskan bahwa infeksi malaria yang terjadi pada
ibu hamil dapat mengakibatkan obstruksi pada microcirculatory intervillous, yang
bermanifestasi pada kelahiran bayi.

Sistem imun dan sitokin seperti imunoglobulin kompleks dan Tumor
Necrosis Factor (TNF), membantu memfagositosis sel darah yang terinfeksi pada
hati akibat infeksi Plasmodium, tetapi kontribusnya juga mengakibatkan anemia
dan kekurangan asam folat (Schantz dan Nour, 2009). Pada wanita hamil,

mekanisme sekuestrasi atau bersembunyinya sel darah merah terjadi di plasenta

yang disebabkan Plasmodium falciparum dan mekanisme adheren akibat dari
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Plasmodium vivax, mengakibatkan terjadinya anemia berat yang tidak
proposional. Di Afrika diperkirakan infeksi malaria mengakibatkan anemia berat
selama masa kehamilan mencapai 25% dengan hemoglobin kurang dari 7mg/dL

(Desai et al. 2007).

2.4 Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a)
2.4.1 Definisi Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a)

Hypoxia inducible factor l-alpha (HIF-1a) adalah subunit dari faktor
transkripsi heterodimer hypoxia inducible factor 1 (HIF-1) yang dikodekan oleh
gen HIF1A (Hogenesch et al. 1997). HIF-1a mempunyai struktur domain dasar
helix loop helix dan mempunyai fungsi sebagai regulator transkripsi terhadap
respon seluler dan hipoksia (lyer et al.1998).

2.4.2 Fungsi Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a)

Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a) berfungsi sebagai agen
mediator yang mengatur transkripsi dari respon adaptif terhadap hipoksia. Dalam
kondisi hipoksia, teraktifasi transkripsi lebih dari 40 gen, termasuk eritropoietin,
glukosa ransporter, enzim glikolitik, faktor pertumbuhan endotel vaskular, hypoxia
inducible lipid droplet associated (HILPDA), dan gen lain yang produk proteinnya
meningkatkan pengiriman oksigen atau memfasilitasi adaptasi metabolik dalam
kondisi hipoksia. Selain itu, HIF-1a berperan penting dalam vaskularisasi
embrionik, angiogenesis tumor dan patofisiologi penyakit iskemik.
Heterodimerizes dengan aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator (ARNT);
heterodimer berikatan dengan urutan DNA inti 5-TACGTG-3' dalam Hypoxia

Respon Elemen (HRE) dari promotor gen target (Masson et al. 2001).
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Gambar 2.4.2 : Pathway aktivasi HIF 1-a
(Sumber : Chu dan Tao, 2017)

Pada gambar di atas menjelaskan terdapat perbedaan mekanisme kerja
HIF-1a pada kondisi normoksia dan hipoksia. Pada kondisi normoksia HIF-1a
berada di luar nukleus dan berikatan dengan Von Hippel Lindau (VHL), Prolyl
Hydroxylase Domain 1-3 (PHD 1-3), serta adaya O, menunjukkan tidak terdapat
penyumbatan aliran untuk mengalirkan O, Sedangkan, pada kondisi hipoksia
HIF-1a sebagian besar terdapat di nukleus dan tidak berikatan dengan VHL
maupun PHD 1-3.

2.4.3 Mekanisme Aktivasi Ekspresi Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-

10)

Aktivasi HIF-1a  membutuhkan perekrutan koaktivator transkripsional
seperti CAMP Responsive Element Binding Protein Binding Protein (CREBBP)
dan E1A Binding Protein P300 (EP300). Aktivitas ditingkatkan dengan interaksi
antara keduanya, serta Nuclear Receptor Coactivator 1 (NCOAL1) atau Nuclear

Receptor Coactivator 2 (NCOAZ2). Interaksi dengan protein pengatur redoks

Absolute Protein Expression (APEX) akan mengaktifkan C-Terminal Trans-
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Activating Domain (CTAD) dan mempotensiasi aktivasi oleh NCOA1l dan
CREBBP. Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a) juga terlibat dalam
distribusi aksonal dan transportasi mitokondria di neuron selama hipoksia (Bae et
al. 2004).

Ekspresi HIF-1a akan muncul pada jaringan yang mempunyai kadar
oksigen rendah. Selain itu, ekspresi HIF-1a dapat diinduksi oleh berbagai kondisi
yang diperantarai sitokin dan faktor pertumbuhan seperti Platelet Derived Growth
Factor (PDGF), Epidermal Growth Factor (EGF), Fibroblast Growth Factor-2
(FGF2), Insulin-Like Growth Factor 2 (IGF2), Transforming Growth Factor Beta 1
(TGFB1), Hepatocyte Growth Factor (HGF), Tumor Necrosis Factor (TNF),
Interleukin-1 Beta (IL1B), Angiotensin-2 (ANG-2) dan trombin (Foxler et al.
2018).

2.4.4 Lokalisasi HIF-1a di dalam tubuh

Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a) secara umum dapat
diekspresikan di setiap organ. Pada umumnya ekspresi HIF-1a akan tampak
berlebihan pada mayoritas kanker dan metastasis, karena didapatkan adanya
hipoksia intratumoral dan sebagai akibat mutasi pada gen yang mengkodekan
onkoprotein dan tumor supresan. Ekspresi yang lebih tinggi terlihat pada tumor
hipofisis dibandingkan dengan kelenjar pituitari (Shan et al. 2012).

Berdasarkan dari database the human protein atlas, berikut adalah daftar
organ yang dapat mengekpresikan HIF-1a dengan skor ekspresi yang berbeda-

beda pada masing-masing organ, mulai dari rendah, sedang dan tinggi.
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Gambar 2.4.4 : Skor HIF-1a pada setiap organ tubuh manusia
(Sumber : Uhlen et al. 2010)

Pada gambar di atas dijelaskan bahwa skor tertinggi HIF-1a terletak pada
organ; appendix, bone marrow, dan gallbladder, skor sedang HIF-1a terletak
pada organ; limpa nodi, tonsil, lien, paru, bronkus, mukosa mulut, lambung,
duodenum, rektum, vesika urinaria, epididimis, kelenjar mamae, servik, uterus,
endometrium, plasenta, dan kulit, sedangkan skor rendah HIF-1a terletak pada
organ; kortek serebral, hipokampus, serebelum, kelenjar tiroid, pankreas,
esofagus, usus halus, kolon, ginjal, testis, vesikula seminalis, vagina, dan otot
polos.

2.4.5 Ekspresi Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a) di Plasenta
Ekspresi HIF-1a pada plasenta dapat ditemukan di beberapa bagian dari

plasenta seperti pada extravillus trofoblas, Vvillus, sinsitiotrofoblas maupun

desidua basalis.

Extravillus trophobilast
placental villus
syncytiotrophoblast

. - —t - decidua basalis
e ; . 5 e < =1

Gambar 2.4.5 A : Ekspresi HIF-1a pada organ plasenta
(Sumber: Wei et al. 2014)
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Secara fisiologis pada fase tertentu kehamilan normal ditemukan
peningkatan HIF-1a. Kondisi ini dikarenakan perkembangan awal plasenta
terjadi di lingkungan rendah oksigen, di mana perlindungan terhadap radikal
bebas sangat sedikit. Studi elektroda oksigen pada in vivo mengungkapkan
bahwa sebelum 10 minggu kehamilan, tekanan O, adalah 20 mmHg (setara
dengan 2%-3% O,), sementara setelah ruang intervillous terbuka (10-12
minggu), kadar O, meningkat menjadi 55 mmHg (8%—-10% O,) (Rodesch et al.
1992). Faktanya, dalam plasenta trimester pertama, HIF-1a diekspresikan di
syncytiotrophoblasts dan di sitotrofoblas vili (Rajakumar dan Conrad, 2000).
Sebuah studi oleh Letta et al, Menunjukkan bahwa HIF-1a mRNA dan protein
memuncak pada usia kehamilan 7-10 minggu, ketika tekanan oksigen rendah,
dan akan menurun setelahnya (Letta et al. 2006). Beberapa penelitian telah
menunjukkan bahwa O, adalah regulator utama dari diferensiasi trofoblas.
Penelitian in vitro dari Genbacev et al, menunjukkan bahwa kadar pO, yang
rendah, sebdaning dengan yang ditemukan pada awal kehamilan di lingkungan
rahim, hal ini mendukung proliferasi trofoblas, sementara peningkatan kadar O,
dikaitkan dengan perolehan fenotip invasif oleh sel-sel trofoblas (Genbacev et al,
1997).

Selain itu, kondisi patologis dengan kadar O, di dalam jaringan rendah
akan menyebabkan terjadinya peningkatan ekspresi dari HIF-1a. Beberapa
kondisi patologis tersebut umumnya berkaitan dengan riwayat kesehatan ibu
yang meliputi, preeklamsia, sindroma yang diperkirakan dapat menginvasi
trofoblas dan kelainan pada plasenta; sehingga menyebabkan hipoksia plasenta
persisten dan pelepasan berbagai mediator inflamasi ke dalam sirkulasi maternal

yang pada akhirnya menyebabkan disfungsi endotel (Kanasaki et al. 2009).
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Gambar 2.4.5 B : Perbandingan ekspresi HIF-1a pada kondisi (A) preeklamsia
dan (B) pada kondisi kehamilan normal
(Sumber : Tatsuya et al. 2017)

Pada gambar di atas menjelaskan bahwa warna coklat yang menandakan
adanya ekspresi HIF-1a terdapat pada gambar A di mana gambar tersebut
merupakan sampel pasien preeklamsia, warna coklat yang ditunjukkan oleh
panah tersebut merupakan sinsitiotrofoblas plasenta, terdapat penurunan kadar
O, di dalam sinsitiotrofoblas. Sedangkan pada gambar B tidak diketahui adanya
warna coklat yang menandakan ekspresi HIF-1a.

HIF1A g2tected In Nucieopiasm, Nuciasr bodiee 3nd Fisema membrane

Gambar 2.4.5 C : Lokasi ekspresi HIF-1a pada sel
(Sumber : Uhlen et al. 2010)

Di dalam sel ekspresi HIF-1a dapat ditemukan pada nucleoplasma,
nuclear bodies dan plasma membrane.
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Berdasarkan dari mekanisme kerja HIF-1a, protein ini mempunyai target
organ pada nukleus sel. Namun, tidak menutup kemungkinan HIF-1a akan
terekspresi pada sitoplasma maupun plasma membran. Kondisi ini dapat
dipengaruhi oleh kerusakan pada jaringan
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Gambar 2.4.5 D : Perbedaan esp\res HIF-10( pada nucleus, nuclear bodies,l
cytoplasm
(Sumber : Takehiro et al. 2016)

2.4.6 Ekspresi HIF-1a Kaitannya dengan Infeksi Malaria Secara Umum dan
Malaria dalam Kehamilan

Pada umumnya ekspresi Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a) pada

kasus infeksi akan mengalami peningkatan, termasuk juga dengan infeksi

malaria. Bebeberapa kasus malaria ditemukan adanya peningkatan secara

signifikan. Salah satunya pada penelitian yang dilakukan oleh Chasper et al,

mengenai serebral malaria menujukkan bahwa patogenesis dari serebral malaria

mengakibatkan terjadinya perfusi mikrovaskuler, peningkatan peradangan,
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sitoaderensi, dan aktivasi endotel yang mengakibatkan peningkatan dari HIF-1a
(Chasper et al, 2014).

Selain itu, infeksi malaria juga dapat terjadi pada masa kehamilan yang
dapat meningkatkan ekspresi HIF-1a, kondisi ini dibuktikan pada penelitian yang
dilakukan oleh Boeuf et al mengenai malaria plasenta, ditemukan adanya
peningkatan secara signifikan ekspresi HIF-1la pada jaringan plasenta tidak
hanya peningkatan HIF-1a, melainkan bermanifestasi pada pertumbuhan janin

yang terhambat sehingga berakibat bayi berat lahir rendah (Boeuf et al. 2008).

Ekspresi HIF-1a pada malaria plasenta dapat dilihat pada gambar 2.3.6.

Gamabar 2.3.6 : Ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta
(Sumber : Boeuf et al. 2008)

Pada gambar di atas menunjukkan ekspresi HIF-la pada jaringan
plasenta dengan kondisi Klinis terinfeksi malaria plasenta. Jaringan plasenta yang
dilakukan pewarnaan imunohistokimia dan dilakukan pengamatan pada
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mikroskop dengan perbesaran 200x, tampak HIF-1a terdistribusi pada setiap sel,
dilihat pada pendana berwarna coklat. (A) tidak terdapat antibodi primer, (B)
pewarnaan di sinsitum dan endotel dari plasenta yang terinfeksi malaria, (C)
pewarnaan reseptor faktor pertumbuhan seperti VEGF1, Flt-1, di dalam sinsitium,
dinding pembuluh villi, dan sel Hofbauer, (D) pewarnaan muncul karena adanya
reseptor yang mengdanung domain kinase, terutama di endothelium pembuluh
villi, (E) pewarnaan pada VEGF terutama pada sinsitium yang terinfeksi malaria
dengan intervillositis, (F) pewarnaan terlihat pada sel stroma, (G) tidak berbeda
dengan gambar B yang tampak pewarnaan di sinsitium dan endotel dari plasenta
yang terinfeksi malaria, (H) pewarnaan pada sinsitium dan sel stroma yang
diduga sel Hofbauer (Boeuf et al. 2008).
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Gambar 3.1 Kerangka Konsep

Kerusakan pada endotel plasenta akibat infeksi P. vivax akan meningkatkan
terjadinya penyumbatan mikrovaskuler dan inflamasi pada plasenta. Terjadinya
inflamasi pada plasenta akan mengaktivasi sitokin pro-inflamasi dan anti-
inflamasi. Penyumbatan  mikrovaskuler dan inflamasi, keduanya akan
mengakibatkan terjadinya hipoksia, di mana kadar O, di dalam jaringan tidak
cukup untuk memenuhi kebutuhan jaringan serta berakibat pada terhambatnya
pertumbuhan janin. Selain itu, kondisi hipoksia memicu terktivasinya HIF-1a

untuk membantu dalam menyuplai O, pada jaringan yang mengalami hipoksia.

3.2 Hipotesis Penelitian

Ekspresi HIF-1a ditemukan lebih tinggi pada plasenta dengan infeksi malaria
dibandingkan dengan plasenta pada kehamilan yang tidak terinfeksi malaria,
meskipun bayi yang lahir mempunyai kesamaan berat badan lahir rendah

(BBLR).
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METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Dalam penelitian ini menggunakan desain cross sectional yang bertujuan
untuk mengetahui perbedaan ekspresi HIF-1a yang terinfeksi malaria dan tidak
terinfeksi malaria pada jaringan plasenta bayi BBLR pada kehamilan terinfeksi
malaria dan kehamilan tidak terinfeksi malaria di RSUD TC Hillers, Maumere,
Kabupaten Sikka, Provinsi Nusa Tenggara Timur. Metode ini melalui 3 tahap,
yaitu tahap parafin blok, tahap pewarnaan imunohistokimia dan tahap
penghitungan ekspresi HIF-1a, serta membandingkan kadar HIF-1a antara yang

terinfeksi malaria dan tidak terinfeksi malaria.

4.2 Populasi dan Sampel
4.2.1 Populasi Penelitian
Populasi penelitian ini adalah pasien ibu hamil yang melahirkan bayi
BBLR di RSUD TC Hillers, Maumere, Kab. Sikka, NTT.
4.2.2 Sampel Penelitian
Sampel dari penelitian ini adalah Bahan Biologis Tersimpan (BBT) berupa
jaringan plasenta ibu yang melahirkan bayi BBLR yang terinfeksi malaria dan

yang tidak di RSUD TC Hillers, Maumere, Kab. Sikka, NTT (Prasetyorini, 2017).

44
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4.2.3 Kriteria Inklusi dan Ekslusi

Pada penelitian ini, terdapat kriteria inklusi dan eksklusi sampel penelitian
yang bertujuan agar sampel peneltian yang akan digunakan homogen. Hal
tersebut disebabkan homogenitas sampel penelitian merupakan syarat yang
digunakan pada penelitian untuk mencegah terjadinya bias. Berikut ini
merupakan kriteria inklusi dan eksklusi sampel penelitian yang digunakan.

Tabel 4.2.3 Kriteria Inklusi dan Eksklusi

Kriteria inklusi Kriteria eksklusi
- Sampel plasma tali pusat yang| - Sampel plasma tali pusat yang
memenuhi syarat : plasma tidak lisis, rusak

tersimpan tidak lebih 6 bulan, dan

jumlahnya mencukupi

4.2.4 Prosedur Pengambilan Sampel

Sampel diambil dari jaringan plasenta ibu hamil yang ada di RSUD TC
Hillers, Maumere, Kab. Sikka, NTT (Prasetyorini, 2017). Selama rentan waktu
Agustus sampai November, yang di simpan di Laboratorium Patologi Anatomi,
Fakultas Kedokteran Brawijaya, Malang.

Sampel yang digunakan merupakan data sekunder yang teknik
pengambilan sampel pada penelitian ini, menggunakan Non-Rdanom Sampling

dengan metode teknik Purposive Sampling.

4.3 Variabel Penelitian
4.3.1 Variabel Bebas

Variabel bebas dalam penelitian ini adalah infeksi malaria.
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4.3.2 Variabel tergantung
Variabel tergantung adalah ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta ibu
hamil.

4.3.3 Variabel Perancu
Variabel perancu dalam penelitian ini adalah variabel yang dapat
mengakibatkan perancu atas variabel tergantung yang dihasilkan seperti
kemungkinan infeksi lain selain infeksi malaria dalam kehamilan,

sindroma metabolik dan preeklamsia/eklamsia

4.4 Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilakukan di :
1. Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya,
Malang.
2. Laboratorium Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas
Brawijaya, Malang.

Pada bulan Agustus sampai November 2018.

4.5 Metode Penelitian
Metode yang digunakan dalam penelitian ini yaitu dengan menggunakan
metode observasional dengan desain cross sectional yang bertujuan untuk
mengetahui perbedaan ekspresi HIF-1a yang terinfeksi malaria dan tidak

terinfeksi malaria pada jaringan plasenta ibu hamil yang melahirkan bayi
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BBLR di RSUD TC Hiller, Maumere, Kabupaten Sikka, Provinsi Nusa

Tenggara Timur.

4.6 Alat dan Bahan

4.6.1 Parafin Blok dan Potong Beku

1. Alat : Rotatory microtome, Object Glass, Holder.

2. Bahan . Phospat Buffer Solution (PBS), formalin 10%, Alkohol

(30%, 50%, 70%, 80%, 96% dan Absolut), Xilol, Parafin, Gelatin 5%,

Beaker Glass 250mL.

4.6.2 Deparafinasi

1. Bahan : Hasil dari Parafin Block, Xilol, Alkohol berseri (30%, 50%,
70%, 80%, 96% dan Absolut),dH,0.

4.6.3 Proses Imunohistokimia

1. Alat :Preparat, cover glass, mikroskop cahaya

2. Bahan : PBS pH 7,4, H,0, 3%, FBS 5% yang mengdanung 0,25%

Triton X-100, Poliklonal antibodi HIF-1a, anti mouse HRP conjugated,

Diamino Benzine (DAB), Counterstaning menggunakan Mayer

Hematoxilen, tap water, dH,0.

4.6.4 Perhitungan terhadap Pewarnaan Imunohistokimia HIF-1a

1. Alat : Mikroskop cahaya Olympus CX23

2. Bahan : Preparat
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4.7 Definis/Istilah Operasional
1. Kehamilan Terinfeksi Malaria

Kehamilan terinfeksi malaria atau disebut juga dengan malaria
dalam kehamilan adalah infeksi malaria yang terjadi selama masa
kehamilan dengan data sekunder yang dilakukan atas dasar
ditemukannya parasit dalam darah tepi dengan pemeriksaan hapusan
darah dan Polymerse Chain Reaction (PCR) serta ditemukannya parasit
dan atau pigmen malaria pada plasenta dengan pemeriksaan histologis.

2. Bayi Berat Lahir Rendah (BBLR)

Bayi berat lahir rendah (BBLR) merupakan salah satu kondisi
berat badan bayi baru lahir <2500 g dengan diperkirakan berat janin
<10" persentil, pemeriksaan lingkar perut <2,5" persentil dan dengan
peniliaian USG pada pertumbuhan janin, ditemukan perubahan indeks
velocimetri doppler dengan bentukan gelombang arteri umbilical abnormal
atau penurunan denyut arteri serebral tengah yang menunjukkan adanya
kelainan pada janin merupakan Kkarateristik yang disebabkan oleh
terjadinya IUGR (Intrauterine growth restriction) (Alberry dan Soothill,
2007).

3. Ekspresi HIF-1a

Ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta dengan menggunakan
pewarnaan imunohistokimia mouse monoklonal antibodi HIF-1a dari
Santa Cruz Biotechnology dengan nomer catalogue HIF-1a (28b): sc-
13515. Ekspresi HIF-1a dihitung melalui mikroskop Olympus CX23,
dengan melihat 20 lapang pandang pada perbesaran 1000x dengan

metode manual (Lee et al. 2014).
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Pengamatan ekspresi HIF-1a pada plasenta ibu hamil yang melahirkan

bayi BBLR yang memenuhi kriteria inklusi. Pemilihan plasenta dikarenakan pada

penelitian sebelumnya menunjukkan bahwa pada plasenta dapat memberikan

gambaran klinis dan imunologis akibat dari malaria plasenta yang mengkaitkan

kondisi klinis ibu dan bayi yang dikdanungnya, yang dapat dilihat melalui

pewarnaan rutin dan imunohistokimia.

4.8.1 Alur Penelitian

Jaringan Plasenta Bayi Berat Badan

Lahir Rendah (BBLR)

¥

\4

Terinfeksi Malaria
(Data sekunder)

|

Tidak Terinfeksi Malaria
(Data sekunder)

l

Preparat Jaringan Plasenta
Pewarnaan Imunohistokimia
HIF 1-a
v

Analisa Data

Gambar 4.8.1 Alur Penelitian
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4.8.2 Pengamatan Preparat Jaringan

Jaringan diambil dari kelahiran bayi dengan berat badan lahir rendah dari
ibu yang terinfeksi malaria dan tidak terinfeksi malaria di RSUD TC Hillers,
Maumere, Kabupaten Sikka, Provinsi Nusa Tenggara Timur lalu dikirim dan
diserahkan ke Laboratorium Patologi Anatomi FKUB untuk pembuatan parafin

blok dan preparat jaringan plasenta.

4.8.3 Pembuatan Parafin Blok

Jaringan dicuci dengan PBS 3-5X untuk membersihkan dari kontaminan.
Kemudian difiksasi pada formalin 10%. Setelah itu dilakukan dehidrasi
menggunakan alkohol bertingkat (30%, 50%, 70%, 80%, 96% dan absolut)
masing-masing 60 menit. Dilakukan Clearning menggunakan xilol 2 kali masing-
masing 60 menit. Kemudian dilakukan infiltrasi dengan parafin lunak selama 60
menit pada suhu 48°C. Kemudian dilakukan blok dalam paraffin keras pada
cetakan dan didiamkan selama sehari. Keesokan harinya ditempelkan pada
holder dan dilakukan pemotongan setebal 4-6um dengan rotary microtome.
Dilakukan mounting pada gelas objek dengan gelatin 5%.
4.8.4 Proses Deparafinisasi

Gelas obyek hasil paraffin 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 dH,O selama 5 menit.
4.8.5 Proses Imunohistokimia

Slide dicuci dengan PBS pH 7,4 satu kali selama 5 menit. Blocking

endogenous peroksida menggunakan 3% H,O, selama 20 menit. Cuci
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menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit. Blocking unspesific protein
menggunakan 5% FBS yang mengdanung 0,25% Triton X-100. Cuci
menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit. Inkubasi menggunakan
monoklonal antibody HIF-1a , selama 60 menit. Cuci menggunakan PBS Ph 7,4
tiga kali, selama 5 menit. Inkubasi menggunakan anti mouse HRP conjugated
selama 40 menit. Cuci menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit.
Tetesi dengan Diamino Benzidine (DAB) dan inkubasi selama 10 menit. Cuci
menggunakan PBS pH 7,4 tiga kali, selama 5 menit. Cuci menggunakan dH,0O,
selama 5 menit. Counterstaning menggunakan Meyer Hematoxilen yang
diinkubasi selama 10 menit dan cuci menggunakan tap water. Bilas
menggunakan dH,O dan kering anginkan. Mounting menggunakan entelan dan
tutup dengan cover glass. Amati pada mikroskop cahaya.
4.8.6 Metode Penghitungan terhadap Hasil Pewarnaan Imunohistokimia
Penelitian ini menggunakan jaringan plasenta ibu hamil yang melahirkan
bayi BBLR dengan terinfeksi malaria dan tidak terinfeksi malaria. Dengan derajat
kepercayaan 99% dengan desain observasi crossectional.

1. Terdapat 25 slide (pada pemeriksaan PCR 13 slide positif terinfeksi
malaria dan 12 slide tidak terinfeksi malaria), kesemua slide dilakukan
pewarnaan imunohistokimia dengan antibodi monoklonal HIF-1a dari
Santa Cruz Biotechnology nomor catalogue HIF-1a (28b): sc-13515.
Setiap sampel jaringan dibuat sediaan irisan, dengan ketebalan
4um,kemudian dideteksi :

a. Pemeriksaan imunohistokimia terhadap ekspresi HIF-1la  untuk

melihat banyaknya sel yang terobstruksi oleh agen Plasmodium vivax.
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b. Pemeriksaan imunohistokimia terhadap ekspresi HIF-1la  untuk
melihat banyaknya sel yang terobstruksi pada jaringan plasenta yang
terinfeksi malaria dan tidak terinfeksi malaria.

2. Pemeriksaan dan perhitungan ekspresi HIF-la diamati ekspresinya
dengan melihat adanya warna coklat pada nukleus. Masing-masing slide
diamati di bawah mikroskop dengan perbesaran 1000x dan sebanyak 20
lapang pandang. Lalu dihitung jumlah sel yang berwarna coklat yang
mendanakan protein tersebut diekspresikkan. Untuk warna coklat yang
positif ditentukan dengan menyesuaikan dengan warna coklat yang ada
pada Santa Cruz Biotechnology protein database. Penilaian scoring
terhadap expresi HIF-1a  dibagi menjadi 2 vyaitu intensitas dan
konsistensi, untuk intensitas 0 = lemah, 3 = terwarna dengan kuat,
scoring konsistensi 0 = tidak ada sel yang terwarna 3 = lebih dari 2/3 sel
yang terwarna (Volm et al. 1997).

3. Hasil setiap perhitungan ditulis pada lembar kerja dan diambil nilai rata-
rata per lapang pandang.

4. Dilakukan pemulasan hematoxilen eosin yang digunakan sebagai
konfirmasi struktural sel pada jaringan plasenta.

5. Analisis statistik bila semua hasil sudah dihitung dan dicatat.

Pengumpulan data :

Data dalam penelitian ini dikumpulkan dari hasil evaluasi preparat jaringan

plasenta ibu yang melahirkan bayi BBLR yang terinfeksi malaria dan tidak

terinfeksi malaria berdasarkan perhitungan ekspresi protein HIF-1la setelah

dilakukan pewarnaan imunohistokimia yang diberi poliklonal antibody HIF-1a
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dari Santa Cruz Biotechnology nomor catalogue HIF-1a (28b): sc-13515. per

20 lapang pandang dengan pembesaran 1000x.

4.9 Analisis Data

Analisis data statistik menggunakan SPSS versi 20.0. Untuk langkah awal
dilakukan uji normalitas dan homogenitas, untuk melihat distribusi dan
homogenitas data dengan menggunakan analisis honparametrik Kolmogrov
smirnov.

Setelah diperoleh jumlah sel yang mengekspresikkan protein HIF-1a |,
kemudian data-data tersebut dianalisis menggunakan uji statistik
Independent T-test. Uji statistik Independent T-test digunakan untuk
mengetahui kekuatan perbandingan antara HIF-1a dengan BBLR pada ibu
terinfeksi malaria dan tidak, apakah dengan tingginya BBLR pada sampel
yang terinfeksi malaria semakin membuat ekspresi HIF-1a semakin

mempunyai angka yang besar atau sebaliknya.



BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISIS DATA

5.1 Rancangan Penelitian

Dalam penelitian ini digunakan desain Cross-Sectional Analytic, yang
bertujuan untuk membdaningkan antara ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta
bayi BBLR pada kehamilan terinfeksi malaria dan kehamilan tidak terinfeksi
malaria di RSUD TC Hillers, Maumere, NTT. Metode ini melalui empat tahap,
yaitu parafin blok dan pemotongan beku, deparafinasi, imunohistokimia (IHK) dan
penghitungan terhadap pewarnaan IHK HIF-1a pada jaringan plasenta bayi
BBLR.

Penelitian ini menggunakan sampel yang diambil dari 25 jaringan plasenta
yang telah deparafinisasi dan dipotong menjadi dua potong preparat untuk
masing-masing sampel. Kemudian kedua slide tersebut (total menjadi 50 slide)
masing-masing dilakukan pewarnaan IHK dengan antibodi monoklonal HIF-1a
untuk mengetahui ekspresi dari protein HIF-1a. Preparat yang telah melalui
pewarnaan IHK selanjutnya akan dilakukan pemeriksaan dan perhitungan
ekspresi HIF-1a dengan mikroskop cahaya binokuler dengan perbesaran 1000x
(dengan diberi minyak emersi) dan diamati sejumlah 20 lapang pandang tiap

preparat.
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5.1.1 Bayi Berat Lahir Rendah (BBLR)

Bayi berat lahir rendah (BBLR) adalah kondisi bayi yang lahir dengan
berat badan kurang dari <10 persentil atau kurang dari 2500 gram (Longo et al.
2013). Hasil pengukuran bisa dilihat pada grafik 5.1.2.

5.1.2 Infeksi Malaria

Infeksi malaria merupakan salah satu faktor penyebab bayi BBLR. Berikut
merupakan data dari dua kelompok sampel yaitu kelompok ibu yang melahirkan
bayi BBLR dengan infeksi malaria dan tanpa infeksi malaria. Data tersebut dapat

dilihat pada grafik 5.1.2.
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Kelompok Sampel

Diagram 5.1.2 Grafik Mean BBLR Jaringan Plasenta BBLR pada Kehamilan
Terinfeksi Malaria dan Kehamilan yang Tidak Terinfeksi Malaria
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5.1.3 Ekspresi Protein HIF-1a

Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a) adalah protein yang berfungsi
sebagai regulator dalam sel dan pengatur homeostasis sistemik terhadap respon
hipoksia. Pengamatan dan penghitungan ekspresi HIF-1a pada preparat
dilakukan dengan melihat adanya warna coklat pada nukleus sel, yang dihitung
menurut Volm et. al. (1997), pada masing-masing preparat dengan perbesaran
1.000 kali, dan sebanyak 20 lapang pandang. Hasil pengamatan dan

penghitungan ekspresi HIF-1a dilihat pada lampiran.

Gambar 5.1.3 A: Ekspresi HIF-1a Pada Jaringan Plasenta Kelompok Ibu
yang Melahirkan BBLR Terinfeksi Malaria.

Keterangan : tanda panah merah menunjukkan ekspresi HIF-1a pada ibu yang
melahirkan BBLR terinfeksi malaria ditemukan di nukleus, membran plasma dan
sitoplasma yang dapat dibedakan berdasarkan tabel perbandingan Takehiro et al (2016)
pada sel trofoblas plasenta.
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Gambar 5.1.3 B: Ekspresi HIF-1a Pada Jaringan Plasenta Kelompok Ibu
yang Melahirkan BBLR Tidak Terinfeksi Malaria.

Keterangan : tanda panah merah menunjukkan ekspresi HIF-1a pada ibu yang
melahirkan BBLR tidak terinfeksi malaria ditemukan di sitoplasma pada sel trofoblas
plasenta.

5.2 Analisis Data

Untuk mengetahui uji perbandingan yang digunakan dalam analisis, maka
perlu dilakukan uji normalitas terlebih dahulu. Analisis data statistik dalam
penelitian ini menggunakan uji normalitas Kolmogorov Smirnov, kemudian
dilanjutkan uji Independent T-test. Tes kepercayaan dari penelitian ini adalah
95%.
5.2.1 Uji Normalitas

Pada uji Kolmogorov-Smirnov menggunakan SPSS untuk mengetahui

sebaran data, ekspresi HIF-1a mempunyai nilai p=0,028. Karena p<0,05, maka
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dapat diambil kesimpulan ekspresi HIF-1a pada kedua kelompok sampel
penelitian mempunyai sebaran normal.

Oleh karena syarat normalitas terpenuhi, maka data dalam penelitian ini
dapat diproses dengan analisis statistik parametrik. Berdasarkan jenis data yang
memiliki rasio dan kedua variabel independen, maka parametrik yang digunakan
adalah uji Independent T-test.

Tabel 5.2.1 Uji Normalitas HIF-1a dengan Kolmogorov Smirnov

Variabel P-value
Ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta yang terinfeksi malaria 0.028

Ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta yang tidak terinfeksi 0.086
malaria

5.2.2 Uji Perbandingan

Dari hasil pada tabel 5.2, diperoleh nilai p = 0.179 yang menunjukkan
bahwa perbandingan antara ekspresi protein HIF-1a pada kelompok ibu yang
terinfeksi malaria terhadap kelompok ibu yang tidak terinfeksi adalah tidak
bermakna (p > 0,05) sehingga dapat disimpulkan tidak ada perbedaan antara
ekspresi HIF-1a pada kedua kelompok sampel penelitian.
Tabel 5.2.2 Uji Perbandingan Ekspresi Protein HIF-1a Jaringan Plasenta
Bayi BBLR antara yang Terinfeksi Malaria dan Tidak dengan Uji

Independent T-test

Variabel Kelompok Kelompok P-Value
Terinfeksi Malaria Tidak Terinfeksi
(n=13) Malaria (n=12)

Ekspresi HIF-1a
Mean+SD 4.47+3.26 3.00+1.65 0.173
MinxMax 1-12 1-12
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BAB VI

PEMBAHASAN

Penelitian ini dilakukan dengan mengamati perbandingan ekspresi HIF-1a
pada jaringan plasenta, antara dua kelompok ibu yang melahirkan BBLR dengan
terinfeksi malaria dan ibu yang melahirkan BBLR tanpa infeksi malaria di RSUD
TC Hiller, Maumere, Kabupaten Sikka, Nusa Tenggara Timur. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa jaringan plasenta bayi BBLR pada ibu yang terinfeksi
malaria dan tidak terinfeksi malaria mengekspresikkan protein HIF-1a, protein ini
berperan dalam revaskularisasi dan regulasi homeostasis. Dalam regulasi
homeostasis, HIF-1 berikatan pada reseptor HIF-1a dan berperan sebagai
respon mediator adaptif pada proses eritropoiesis dan angiogenesis (Semenza,
2009).

Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1) memiliki beberapa reseptor salah
satunya adalah Hypoxia Respon Elemen (HRE), reseptor tersebut adalah
reseptor yang ada pada nukleus sel organ target. Komponen HIF
mengekspresikkan HIF-18 dan tiga subunit a (HIF-1a, HIF-2a atau HIF-3a).
Diantara subunit tersebut, pada kondisi normoksia, dalam kondisi ini HIF-1a
terdegradasi dengan cepat oleh agen tumor supresor von Hippel-Lindau (pVHL)
melalui jalur ubiquitin proteasome, kemudian HIF-1 mengaktifkan proses
proliferasi sel, angiogenesis, dan metabolisme glukosa/besi (Ji-won et al. 2004).

Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha (HIF-1a) merupakan salah satu subunit

HIF, berinteraksi kuat dengan koaktivator CBP, p300, SRC-1, dan TIF2 yang
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diatur oleh jumlah O,. Dalam kondisi hipoksia, HIF-1a menjadi relatif stabil dan
berakumulasi dari sitoplasma menuju nukleus, di mana HIF-1a berikatan dengan
HIF-18, dan kompleks HIF membentuk transkripsi aktif (Kallio et al. 1997).
Hipoksia menghasilkan akumulasi HIF-1a dengan cepat di nukleus, sehingga
kadar protein HIF-1a meningkat secara drastis dan terjadi penurunan fraksi
ubiquitinasi (Sutter et al. 2000).

Pada BBLR, penurunan perfusi plasenta menghasilkan hipoksia plasenta
dan janin yang menjadi salah satu penyebab terjadinya Intrauterine Growth
Restriction (IUGR). Dalam kondisi hipoksia HIF-1a, dibantu oleh faktor
pertumbuhan seperti insulin janin dan ibu Insulin Like Growth Factors (IGFs)
yang memainkan peran penting dalam mengatur pertumbuhan janin (Tazuke et
al. 1998).

Pada pengamatan preparat dengan pewarnaan imunohistokimia HIF-1a
didapatkan protein HIF-1a terekspresi pada nukleus sel jaringan plasenta BBLR.
Selain terekspresi di nukleus, HIF-1a juga dapat diamati di membran sel dan
sitoplasma. Namun, dalam penelitian ini protein HIF-1a yang terekspresi
ditemukan pada nukleus sel, hal ini menunjukkan bahwa HIF-lalpha sudah
bertranslokasi menuju nukleus sehingga tidak dapat di degradasi dan tidak
berikatan lagi dengan pVHL maupun PHD1-3, melainkan berikatan dengan
reseptor di dalam nukleus untuk membantu dalam mesuplai O, (Chen dan Lau,
2017). Ekspresi HIF-1a diamati pada mikroskop Olympus CX23 dengan
perbesaran 1000x pada 20x lapang pandang, dilakukan dengan metode
penghitungan manual (Lee et al. 2014).

Infeksi malaria adalah salah satu penyebab terjadinya hipoksia intrauterin.

Perlekatan sel darah yang terinfeksi Plasmodium antara yang terinfeksi dan tidak
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terinfeksi, mengakibatkan perubahan morfologi sel darah dan mempunyai
kecenderungan untuk melakukan perlekatan pada endotel pembuluh darah.
Intervillus merupakan salah satu mikrovaskuler yang terdapat pada plasenta dan
memegang peran penting untuk melakukan transport nutrisi antara ibu dan janin.
Jika intervillus mengalami obstruksi, kondisi ini akan mengakibatkan disfungsi
endotel dan memicu terjadinya hipoksia pada plasenta. Selain infeksi malaria
beberapa penyebab lain dari hipoksia plasenta juga sering diakibatkan karena
penyakit-penyakit lain dari ibu, anemia dan inflamasi kronik yang mengakibatkan
sel jaringan pada plasenta kekurangan suplai O, akibatnya HIF-1a mengalami
akumulasi dan peningkatan (Hutter et al. 2010).

Dari hasil analisis data kelompok BBLR dengan ibu yang terinfeksi dan
tidak terinfeksi malaria adalah menunjukkan slide tidak ada perbedaan secara
bermakna pada ekspresi HIF-1a Peningkatan ekspresi protein HIF-1a pada
kedua kelompok tersebut, dikarenakan protein ini mempunyai fungsi untuk
regulasi homeostasis O, pada bayi dengan BBLR. Peningkatan ini disebabkan
jaringan plasenta mengalami hipoksia dan HIF-1a tidak terdegradasi.

Ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta kelompok BBLR pada ibu dengan
infeksi malaria ditunjukkan warna coklat dengan intensitas warna derajat 3,
ditemukan banyak pada nukleus. Sedangkan, ekspresi HIF-1a pada jaringan
plasenta tidak terinfeksi malaria menunjukkan hasil yang sama seperti kelompok
yang terinfeksi malaria. Persamaan hasil ekspresi HIF-1a ini dapat disebabkan
oleh beberapa faktor. Pertama, kedua kelompok yang diteliti mempunyai kondisi
sama yaitu BBLR. Kedua, Plasmodium vivax yang mempunyai patogenesis
rosetting dan adheren mengakibatkan terobstruksinya mikrovaskuler.

Peningkatan ekspresi HIF-1a dapat dipengaruhi oleh kondisi patologis dan
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fisiologis. Pada kondisi patologis seperti yang diklasifikasi oleh Kingdom dan
Kaufmann (1997), terdiri dari hipoksia prepasental; hipoksia yang terjadi pada ibu
dan bayi, yang disebabkan karena penyakit jantung pada ibu, uteroplasental; di
mana oksigen yang disuplai dari ibu dalam jumlah yang normal tetapi sirkulasi
pada uteroplasental terganggu seperti riwayat preeklamsia, dan hipoksia
postplasental; hipoksia yang hanya terjadi pada janin. Sedangkan dalam kondisi
fisiologis pada fase tertentu kehamilan normal ditemukan peningkatan HIF-1a,
kurang dari 10 minggu kehamilan, tekanan O, adalah 20 mmHg (setara dengan
2%-3% 0O,), sementara setelah ruang intervillous terbuka (10-12 minggu), kadar
O, meningkat menjadi 55 mmHg (8%—-10% O,) (Rodesch et al. 1992). Sehingga
bukan semata-mata hanya faktor infeksi malaria yang dapat menyebabkan
peningkatan HIF-1a. Ketiga, pada penelitian yang sama dengan menggunakan
sampel jaringan plasenta bayi BBLR di RSUD TC Hiller, Maumere, Kabupaten
Sikka, Nusa Tenggara Timur yang dilakukan oleh Nabila (2018) menunjukkan
bahwa didapatkan infeksi kronis yang dalam PCR terdeteksi tidak terinfeksi
malaria (PCR -) tetapi dalam pemeriksaan histopatologi menggunakan
Hematoxyline Eosin (HE) ditemukan hemozoin.

Penelitian ini mempunyai beberapa keterbatasan antara lain tidak
dibedakannya antara infeksi malaria akut dan kronis, jumlah sampel yang
terbatas, dan penyimpanan Bahan Blologis Tersimpan pada parafin blok melebihi

batas standar yang ditentukan.



BAB VII

PENUTUP

7.1 Kesimpulan

Kesimpulan yang didapatkan dari hasil penelitian ini adalah

1. Terdapat peningkatan rata-rata ekspresi HIF-1a jaringan plasenta bayi
BBLR pada kehamilan dengan infeksi malaria terhadap rata-rata
ekspresi HIF-1a jaringan plasenta bayi BBLR pada kehamilan tidak
terinfeksi malaria di RSUD TC Hiller, Maumere, Kabupaten Sikka, Nusa
Tenggara Timur, yang diukur melalui SPSS didapatkan hasil 4.47+3.26
dan 3.00+1.65, p=0,173.

2. Tidak terdapat perbedaan bermakna antara ekspresi HIF-l1a pada
jaringan plasenta BBLR pada kehamilan yang terinfeksi dan tidak
terinfeksi Plasmodium vivax di RSUD TC Hiller, Maumere, Kabupaten

Sikka, Nusa Tenggara Timur.

7.2 Saran
Penulis berharap akan adanya banyak penelitian yang berdasar pada
penelitian ini, atau untuk menyempurnakan penelitian ini, beberapa saran dari
penulis :
1. Perlu dilakukan lebih lanjut uji korelasi untuk mencari hubungan
antara ekspresi HIF-1a pada jaringan plasenta bayi BBLR pada

kehamilan terinfeksi malaria dan kehamilan tidak terinfeksi malaria.
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2. Perlu dilakukan lebih lanjut untuk mencari faktor lain yang
berpengaruh terhadap aktivasi ekspresi HIF-1a pada jaringan

plasenta bayi BBLR dengan ibu yang terinfeksi malaria dan tidak.
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Tabel 5.1.3 Hasil 20 Lapang Pandang
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BBLR Terinfeksi Malaria (M)/ | Penghitungan | Rata-rata
Preparat (") Tanpa Terinfeksi (/lapang (/lapang
9 Malaria (T) pandang) padang)
3.1C 2250 Terinfeksi Malaria 83 4
41C 2300 Terinfeksi Malaria 80 4
9.2C 2300 Terinfeksi Malaria 169 9
12C 2450 Tanpa Ter!nfek3| 57 3
Malaria
Tanpa Terinfeksi
13C 2499 Malaria 20 1
15C 2300 Terinfeksi Malaria 83 4
Tanpa Terinfeksi
16C 1700 Malaria 19 1
17C 2000 Tanpa Ter!nfek3| 33 2
Malaria
18C 2000 Terinfeksi Malaria 95 5
19C 2300 Terinfeksi Malaria 168 8
20C 1900 Tanpa Ter!nfek3| 51 3
Malaria
21C 2300 Tanpa Ter!nfek3| 30 >
Malaria
29C 2300 Tanpa Ter!nfek3| 30 5
Malaria
23C 1200 Terinfeksi Malaria 28 1
24C 1950 Tanpa Ter!nfek3| 89 5
Malaria
25C 2300 Terinfeksi Malaria 235 12
Tanpa Terinfeksi
26C 2300 Malaria 39 2
27C 2300 Terinfeksi Malaria 43 2
28C 2300 Terinfeksi Malaria 57 3
29C 2000 Terinfeksi Malaria 33 2
30C 2000 Tanpa Ter!nfek3| 82 4
Malaria
31C 2450 Terinfeksi Malaria 40 2
39C 2300 Tanpa Ter!nfek5| 94 5
Malaria
34C 1700 Tanpa Ter!nfek5| 126 6
Malaria
35C 2100 Terinfeksi Malaria 29 2
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Lampiran 5
Tests of Normality
Malaria Kolmogorov-Smirnov?® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Terinfeksi .248 13 .028 .846 13 .025
HIF  Tidak
. . .228 12 .086 .905 12 .186
terinfeksi
Terinfeksi .302 13 .002 .644 13 .000
BBLR Tidak
. . .265 12 .020 .889 12 115
terinfeksi

a. Lilliefors Significance Correction

Independent Samples Test

Levene's Test for Equality of

t-test for Equality of

Variances Means
F Sig. t df
Equal variances
d 3.306 082| 1.388 23
assumed
HIF _
Equal variances not
1.422 18.009
assumed
Equal variances
d 128 723 453 23
assumed
BBLR ,
Equal variances not
.456 22.800
assumed




Independent Samples Test

80

t-test for Equality of Means
Sig. (2- Mean Std. Error 95%
tailed) Difference | Difference | Confidenc
e Interval
of the
Difference
Lower
Equal variances
179 1.462 1.053 -7’17
assumed
HIF _
Equal variances
172 1.462 1.027 -.697
not assumed
Equal variances
.655 53.205 117.454( -189.768
assumed
BBLR _
Equal variances
.652 53.205 116.594| -188.106
not assumed
Independent Samples Test
t-test for Equality of Means
95% Confidence Interval of
the Difference
Upper
HIE Equal variances assumed 3.640
Equal variances not assumed 3.620
Equal variances assumed 296.178
BBLR _
Equal variances not assumed 294.516
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Proses PCR Hasil pembacaan PCR



Proses pengecatan

Fo-

Pemotongan Preparat

S |
T

I

//
11

Persiapan untuk pengecatan

82

Hasil pengecatan
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Kegiatan

Bulan ke-

Agustus

September

Oktober

Nov

Des

Minggu ke

Konsultasi 1

Konsultasi 2

Konsultasi 3

Konsultasi 4

Pengurusan Etik

Membuat dan
pemotingan parafin
blok serta
pengecatan
imunohistokimia
HIF-1 Alpha

Melakukan
deparafinisasi blok

Melakukan proses
imunohistokimia

Melakukan
penghitungan

Pembahasan

Konsultasi 5,6,7

Sidang Tugas Akhir
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