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ABSTRAK

b.ac

Djatmiko, Dwi Priyadi. 2019. Korelasi Kadar Fibrin Monomer (FM) dan Aktivitas
Mikropartikel (MP) dengan Kadar Fibrinogen Pada Pasien Autoimmune
Hemolytic Anemia (AIHA) Tesis Program Studi Pendidikan Dokter Spesialis |
Patologi Klinik Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang. Pembimbing
(1) dr. Novi Khila Firani, MKes, SpPK. Pembimbing (2) Prof. Dr. dr. Kusworini,
MKes, SpPK.

repository.u

Latar Belakang: Pasien AIHA dapat menunjukkan keadaan hiperkoagulasi
dengan manifestasi klinis trombosis yang seringkali diabaikan. Dugaan komplikasi
trombosis sering dihubungkan dengan tingginya kadar fibrinogen plasma. Fibrin
monomer lebih spesifik dibandingkan fibrinogen sedangkan MP dapat
menggambarkan kondisi trombosis lebih dini. Tujuan penelitian adalah
mengetahui korelasi kadar FM dan aktivitas MP dengan kadar fibrinogen sehingga
diharapkan ada kandidat penanda kecurigaan suatu kejadian trombosis pada
pasien AIHA. Metode: Observasional analisis dengan pendekatan pengambilan
data potong lintang. Empatpuluh lima pasien AIHA dibagi menjadi 19 pasien
dengan kadar fibrinogen normal dan 26 pasien dengan kadar fibrinogen tinggi
yang kemudian diperiksa kadar FM plasmanya dengan prinsip immunoturbidimetry
dan aktivitas MP dengan prinsip kronometrik menggunakan alat Sta compact max.
Hasil dianalisis dengan uji beda Mann-Whitney U Test dan uji korelasi Spearman’s
rho menggunakan SPSS 20. Hasil dan Pembahasan: Kadar FM lebih tinggi (p=
0,030) dan aktivitas MP lebih pendek secara signifikan (p= 0,011) pada pasien
AIHA dengan kadar fibrinogen tinggi (FM= 5,47 + 3.19 ug/mL, MP= 61,93 + 33,46
detik) dibandingkan dengan pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen normal
(FM= 3,55 + 1,20 pg/mL, MP= 9594 + 42,64 detik). Kadar FM berkorelasi
signifikan positif (r= 0,545, p= 0,000) dengan kadar fibrinogen dan aktivitas MP
berkorelasi signifikan negatif (r=-0,515, p= 0,000) pada pasien AIHA. Hemolisis
yang terjadi dapat memunculkan MP yang mengandung fosfolipid prokoagulan
yang dapat menginduksi terjadinya trombosis. Semakin banyak MP tersebut
semakin cepat pula waktu yang diperlukan untuk menyebabkan clot yang ditandai
dengan waktu aktivitas MP yang memendek. Pembentukan fibrin dari turunan
fibrinogen yang kemudian berubah menjadi fibrin monomer dan bekuan fibrin yang
tidak larut merupakan proses lanjutan pengeluaran MP. Kesimpulan: Kadar FM
dan aktivitas MP berkorelasi signifikan dengan kadar fibrinogen pada pasien AIHA.
Perlu penelitian lanjutan untuk melihat apakah FM dan MP dapat berperan sebagai
penanda trombosis pada pasien.

Kata kunci
Fibrin Monomer (FM), Mikropartikel (MP), fibrinogen, Autoimmune Hemolytic
Anemia (AIHA)
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ABSTRACT

Djatmiko, Dwi Priyadi. 2019. The Correlation between Fibrin Monomer (FM)
Level and Micropartikel (MP) Activity with Fibrinogen Level in Autoimmune
Hemolytic Anemia (AIHA) Patient Thesis of Clinical Pathology Study Program
Faculty of Medicine University of Brawijaya Malang. Advisor (1) dr. Novi Khila
Firani, MKes, SpPK. Advisor (2) Prof. Dr. dr. Kusworini, MKes, SpPK.

Background: Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) is characterized by a
hypercoagulable state with thrombotic complications as the manifestation.
Furthemore thromboembolic complications have often connected with high plasma
fibrinogen level. Fibrin monomer more specific than fibrinogen and MP can be early
marker in thrombotic event. The aim was to determine correlation between FM
level and MP activity with fibrinogen level so is expected to have thrombotic marker
candidates in AIHA patient in the future. Method: Cross section-observasional
analytic with consecutive sampling. Forty five (45) AIHA patients were divided into:
19 patient with normal fibrinogen level (200-400 mg/dL) and 26 patient with high
fibrinogen level (>400 mg/dL), then examined FM level with immunoturbidimetry
method and MP activity with chronometric assayed used Sta compact max
instrument. Data analysis used Mann-Whitney U Test dan Spearman’s rho (SPSS
20). Result and Discussion: Significantly higher FM level (p= 0,030) and shorter
MP activity (p= 0,011) found in AIHA patients with high level fibrinogen level (FM=
5,47 £ 3.19 pg/mL, MP= 61,93 £ 33,46 detik) compared to in AIHA patient with
normal fibrinogen level (FM= 3,55 £ 1,20 ug/mL, MP= 95,94 + 42,64 detik). FM
level positively significant correlates (r= 0,545, p= 0,000) with fibrinogen level and
MP activity negatively significant correlates (r= -0,515, p= 0,000) with fibrinogen
level in AIHA patient. Hemolysis can produces MP contained phospholipid
procoagulant that may induces thromboembolic complication. More MP in the
sample, shorter time needed to make a clot, so we get shorter MP activity time.
Fibrin production from fibrinogen converted into fibrin monomer that formed an
insoluble complex in the bloodstream is generally from MP-induced coagulation.
Conclusion: FM level and MP activity had significant correlation with normal and
high fibrinogen, but need further study to determine the exact role of MP and FM
as thrombotic marker in AIHA patient.

Keyword
Fibrin Monomer (FM), Micropartikel (MP), fibrinogen, Autoimmune Hemolytic
Anemia (AIHA)
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CLL
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FDP
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HA
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LMP
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MP

MV
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PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang Penelitian

Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) merupakan penyakit yang
disebabkan oleh adanya autoantibodi terhadap beberapa antigen yang
diekspresikan pada permukaan eritrosit. Autoantibodi ini mengikat permukaan
eritrosit sehingga menyebabkan destruksi dengan fagositosis yang diperantarai
oleh Fc dan lisis yang diperantarai komplemen (Mgadmi et al., 2005; Hoyer et al.,
2009; Dahal, et al., 2013). Reaksi autoantibodi ini akan menimbulkan anemia
akibat masa edar eritrosit dalam sirkulasi menjadi lebih pendek (Hoyer et al.,
2009). Hemolisis ringan dapat asimtomatik sedangkan anemia pada hemolisis
berat dapat mengancam jiwa dan menyebabkan angina dan dekompensasi
kardiopulmonal (Shlomcik, 2013).

Insidensi AIHA dalam populasi secara kumulatif 3 tahun telah dilaporkan
sebesar 4,44% (Schick, 2017). Studi lain melaporkan 1-3 kasus AIHA dalam
100.000 penduduk / tahun. Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) dapat terjadi
pada semua umur, lebih sering pada wanita namun jarang terjadi pada anak-anak
dan memiliki berbagai penyebab (Liebman and Weitz, 2017). Hemolisis autoimun
dapat primer atau sekunder karena kondisi seperti infeksi (virus atau bakteri),
Systemic Lupus Erithematosus (SLE), Auto-Immune Hepatitis (AIH), dan influenza
H1N1. (Friedberg et al., 2009; Michel et al., 2011; Keohane et al., 2015).

Komplikasi tromboemboli sering dihubungkan dengan hemolisis, tetapi
risiko trombosis pada AIHA seringkali diabaikan. Pasien AIHA dapat menunjukkan
keadaan hiperkoagulasi dengan manifestasi klinis signifikan yang ditandai mulai
dari thrombotic microangiopathic (TMA) hemolytic anemia (HA) sampai dengan

trombosis vena hepatika, mesenterika, atau serebral, serta emboli paru yang
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mengakibatkan kondisi disfungsi organ pada akhirnya karena iskemia (Cappellini,
2007). Konsekuensi lebih lanjut dari kerusakan membran sel eritrosit adalah
peningkatan paparan prokoagulan, fosfolipid fosfatidilserin dan
fosfatidiletanolamin, dari membran sel tersebut. Kerusakan membran sel juga
meningkatkan kecenderungan sel eritrosit untuk melakukan agregasi. Fosfolipid
meningkatkan pembentukan trombin yang mengarah pada aktivasi trombosit dan
sel endotel. Oleh karena itu, hiperkoagulabilitas dapat dikaitkan dengan beberapa
komplikasi hemolisis yang berhubungan dengan disfungsi endotel dan pelepasan
zat mediator inflamasi pada AIHA yang akan mengaktifkan koagulasi (Ruggeri and
Rodeghiero, 2016).

Gold standard untuk menilai flow stasis dan trombosis pembuluh darah
adalah angiografi (Mauchley, 2018). Angiografi merupakan pemeriksaan invasif
yang dapat memberikan informasi yang baik mengenai trombus pada salah satu
pembuluh darah bila dikerjakan oleh operator yang terlatih (Shuman, 2010).
Metode pencitraan awal yang juga digunakan untuk mendiagnosis trombosis di
suatu bagian tubuh pasien adalah color doppler ultrasound. Pemeriksaan-
pemeriksaan tersebut dianggap lebih rumit dan kurang hemat dari segi biaya
meskipun memiliki sensitivitas dan spesifisitas sampai dengan >90% (Tabakci, et
al., 2017).

Trombosis dapat didiagnosis dengan berbagai pemeriksaan yang lebih
sederhana dan kurang invasif seperti faal hemaostasis, hitung jumlah trombosit,
fibrinogen, dan Fibrin-Related Marker (FRM). Faal hemostasis adalah interaksi
kompleks antara protein (prokoagulan, antikoagulan, fibrinolitik) dan sel (sel
endotel, trombosit, eritrosit dan lekosit). Evaluasi laboratorium klasik hemostasis
membagi elemen-elemen ini secara in vitro ke dalam reaksi terpisah atas dasar
kaskade koagulasi klasik yang terdiri dari jalur ekstrinsik (Prothrombin Time (PT)),

intrinsik (Activated Partial Thromboplastin Time (APTT)), dan umum. Pemeriksaan
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PT dan APTT hanya dapat menunjukkan keadaan trombosis lanjut pada pasien
(Williams and Maclvor, 2013).

Fibrinogen adalah glikoprotein plasma terlarut yang disintesis oleh hati dan
merupakan kofaktor aktivasi trombus yang dapat secara langsung berkontribusi
pada pembentukan plak karena akan diubah oleh trombin menjadi fibrin selama
proses koagulasi (Hajsadeghi, 2012). Fibrinogen terakumulasi di tempat cidera
pembuluh darah meskipun prosesnya masih minimal karena adherence-nya
terhadap endotel dapat memediasi perkembangan trombus. Fibrinogen secara
independen berkorelasi dengan kejadian trombus pembuluh darah (Tabakci, et al.,
2017). Kadar fibrinogen dikatakan dapat mencerminkan kondisi trombosis pada
pasien lebih awal dibandingkan pemeriksaan PT dan APTT serta dapat dijadikan
sebagai pemeriksaan diagnostik trombosis yang terpercaya (Ariéns, 2011). Kadar
fibrinogen diperiksa menggunakan perhitungan waktu pembekuan plasma yang
berbanding terbalik dengan konsentrasi fibrinogen dalam plasma. Hal tersebut
mendorong penggunaan fibrinogen sebagai penanda dugaan trombosis pada
pasien (Tabakci, et al., 2017).

Performa fibrinogen sudah diteliti pada pasien dengan diagnosis trombosis
vena dalam, sindrom koroner akut, penyakit arteri koroner, atheroembolism,
infeksi, penyakit inflamasi kronis seperti penyakit autoimun, dan keganasan.
Fibrinogen dihubungkan dengan trombogenisitas dan kejadian trombus pada
beberapa penyakit tersebut. Kadar fibrinogen lebih tinggi secara signifikan pada
pasien dengan kejadian trombus dibandingkan dengan kontrol. Bahkan kadar
fibrinogen dilaporkan semakin tinggi secara signifikan pada pasien dengan
trombosis obstruksi. Sensitivitas dan spesifisitas kadar fibrinogen >400 mg/dL
sebagai diagnosis trombosis pada pasien dengan penyakit yang terkait kondisi

hiperkoagulabilitas berkisar antara 46-100% dan 75-93%. Hasil ini secara umum
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lebih sensitif daripada pemeriksaan D-dimer (sensitivitas 22-100%). Selain itu,
kadar fibrinogen juga memiliki korelasi dengan penanda trombosis yang lain
seperti D-dimer (r= 0,6-0,9) dan thrombin-antithrombin complex (TAT) (r= 0,4-0,9)
(Boisclair MD, et al., 1989, Stec et al., 2000, Danesh et al., 2005, Aykan et al.,
2014).

Fibrin-related markers (FRMs) seperti fibrin dan fibrinogen degradation
products (FDPs), D-dimer dan soluble fibrin (SF) / soluble fibrin monomer complex
(SFMC), dianggap berguna untuk diagnosis trombosis (Linkins et al., 2004; Wada,
2004). Fibrin monomer (FM) merupakan fibrinogen yang fibrinopeptida A dan B-
nya telah dipotong oleh trombin. Polimerisasi FM nantinya langsung membentuk
fibrin polimer sehingga FM berguna secara klinis dalam penegakan diagnosis
trombosis lebih spesifik dibandingkan fibrinogen (Rodgers, 2015).

Akhir-akhir ini diketahui juga bahwa mikropartikel (MP) merupakan vektor
dari molekul-molekul bioaktif, berperan penting dalam koagulasi, keradangan,
aktivasi sel, dan metastase kanker (Lacroix et al., 2013). Dalam praktik klinis,
circulating MP yang berasal dari sel-sel darah dan vaskuler meningkat pada
berbagai  kelainan  protrombotik = dan keradangan,  penyakit-penyakit
kardiovaskuler, kondisi-kondisi autoimun, penyakit-penyakit infeksius, dan kanker
(Ataga, 2009). Belum ada penelitian tentang MP pada pasien AIHA sampai dengan
saat ini.

Beberapa cara dapat digunakan untuk mendeteksi MP dan masing-masing
cara deteksi ini memiliki kekuatan dan kelemahannya. Pilihan cara ini akan
tergantung pada tujuan dari setiap penelitian. Deteksi MP biasanya dilakukan
dengan mengetahui konsentrasi atau aktivitasnya. Pengukuran konsentrasi MP
dalam volume sampel tertentu dikatakan kurang menggambarkan kontribusi MP
tersebut dalam suatu proses patologi koagulasi karena ada bukti baru yang

menunjukkan bahwa tidak semua MP mengekspresikan fosfatidilserin pada
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permukaannya, namun hal tersebut tidak berlaku sebaliknya (Mooberry et al.,
2016). Ada penelitian yang menyebutkan bahwa waktu pembekuan sampel yang
memendek lebih berhubungan dengan tingginya konsentasi MP dalam suatu
sampel (Owen et al., 2012). Pendeknya waktu pembekuan sampel memang lebih
menggambarkan banyaknya ekspresi fosfatidilserin pada MP sehingga sampel
cepat membeku. Pengukuran konsentrasi MP. misalnya dengan flowcytometry
memang akan memberikan informasi mengenai ekspresi protein atau komposisi
biokimia MP tapi memakan biaya yang lebih besar (Lashin, 2015). Faktor-faktor
lain yang dipertimbangkan ketika memilih pengukuran aktivitas MP pada penelitian
ini adalah ketersediaan alat dan keahlian operator.

Peran fibrin monomer (FM) dan mikropartikel (MP) pada AIHA terkait
dengan status hypercoagulable dan berhubungan dengan fibrinogen sebagai
penanda dugaan komplikasi koagulasi berupa trombosis sehingga memberikan
peluang untuk ketiganya dapat digunakan sebagai penanda penyakit yang
potensial. Hitung MP_selain dapat memberikan informasi diagnosis juga dapat
menunjukkan prognosis yang berguna untuk monitoring respons terapi (Robert et
al., 2008, Gyo'rgy et al., 2011). Selama proses hemolisis yang memperpendek
masa hidup eritrosit, red cell microparticles (RMP) dilepaskan bersama-sama
dengan MP dari trombosit (platelet microparticles = PMP), endotel (EMP) dan
leukosit (LMP). Hal tersebut mengakibatkan peningkatan MP juga dapat berguna
untuk menggambarkan keparahan penyakit-penyakit dengan hemolisis (Johansen
et al., 2012).

Frekuensi trombosis bergantung pada penyakit yang mendasari. Tidak
banyak penelitian yang menuliskan data trombosis pada AIHA padahal hasil otopsi
pasien AIHA yang meninggal umumnya menunjukkan kejadian tromboemboli,
misalnya emboli paru dan trombosis arteri brakialis atau vena porta (Hendrick,

2013). Selanjutnya, Hendrick (2013) melaporkan tromboemboli pada pasien
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dengan AIHA sebanyak 17%. Kejadian trombosis juga dilaporkan sebesar 15%
pada pasien penelitian Pullarkat et al. (2012) yang terdiagnosis AIHA dengan
antibodi antifosfolipid yang negatif. Trombosis yang merupakan komplikasi dini tapi
fatal pada AIHA tersebut, sebenarnya dapat dievaluasi dengan tes penanda
koagulasi yang telah ada seperti fibrinogen. Fibrin monomer (FM) dan MP sebagai
alternatif penanda trombosis yang relatif lebih baru, diduga mempunyai hubungan
bermakna dengan fibrinogen. Fibrin Monomer (FM) dikatakan lebih spesifik
dibandingkan fibrinogen dalam penegakan diagnosis trombosis (Rodgers, 2015).
Mikropartikel ~ (MP) mengandung fosfolipid prokoagulan yang dapat
menggambarkan dugaan trombosis lebih dini pada kondisi hemolisis (Johansen et
al., 2012). Harapannya, tidak hanya fibrinogen, tapi FM dan MP juga dapat menjadi
kandidat penanda yang menunjukkan dugaan keadaan trombosis sehingga terapi
pasien AIHA bisa lebih baik lagi dan morbiditas serta mortalitas akibat AIHA dapat
ditekan. Berdasarkan uraian di atas, peneliti merasa perlu meneliti korelasi kadar
FM dan aktivitas MP dibandingkan dengan kadar fibrinogen pada pasien dengan
AIHA. Alasan mengapa dibandingkan dengan kadar fibrinogen tersebut adalah
kadar fibrinogen yang tinggi dapat dianggap sebagai penanda dugaan keadaan

trombaosis pasien.

1.2 Rumusan Masalah
Bagaimana korelasi kadar Fibrin Monomer (FM) dan aktivitas Mikropartikel

(MP) dengan kadar fibrinogen pada pasien dengan AIHA?

1.3 Tujuan Penelitian
1.3.1 Tujuan Umum
Mengetahui korelasi kadar Fibrin Monomer (FM) dan aktivitas Mikropartikel

(MP) dengan kadar fibrinogen pada pasien dengan AIHA.
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1.3.2 Tujuan Khusus

1. Mengetahui kadar FM pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen normal (200
— 400 mg/dL) dan tinggi (>400 mg/dL).

2. Mengetahui aktivitas MP pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen normal dan
tinggi.

3. Membandingkan kadar FM dan aktivitas MP_pada pasien AIHA dengan kadar
fibrinogen normal dan tinggi.

4. Mengetahui korelasi kadar FM dan aktivitas MP dengan kadar fibrinogen pada

pasien dengan AIHA.

1.4 Manfaat Penelitian
1.4.1 Manfaat Akademis

Memperoleh pengetahuan tentang korelasi kadar FM dan aktivitas MP
dengan kadar fibrinogen pada pasien dengan AIHA serta memberi masukan dalam
pengembangan penelitian lebih lanjut mengenai hubungan antara FM dan MP

dengan AIHA dan komplikasinya.

1.4.2 Manfaat Praktis

Jika diketahui korelasi kadar FM dan aktivitas MP dengan kadar fibrinogen,
maka FM dan MP nantinya dapat digunakan sebagai kandidat alternatif penanda
dugaan trombosis yang tidak invasif melengkapi pemeriksaan yang sudah ada

untuk membantu klinisi dalam monitoring penatalaksanaan pasien dengan AIHA.
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2.1 Autoimmune Hemolytic Anemia

Lebih dari 50% pasien AIHA ada kaitan dengan penyakit yang
mendasarinya atau AIHA sekunder, di antaranya 18% kasus limfoma berkembang
menjadi AIHA, 10% kasus systemic lupus erithematosus (SLE) berkembang
menjadi AIHA, dan dapat ditemukan pada beberapa penyakit lainnya termasuk
leukemia limfoblastik kronik dan Waldenstrom’s macroglobulinemia. Sedangkan
AIHA primer atau AIHA idiopatik, penyakit yang mendasarinya tidak diketahui, dan
65% dari AIHA primer terjadi pada wanita (Zeerleder, 2011). Empatpuluh delapan
sampai dengan tujuhpuluh persen AIHA adalah AIHA tipe hangat (warm AIHA),
sedangkan AIHA tipe dingin (cold AIHA) yang terdiri dari cold agglutinin syndrome
(CAS) ditemukan 16%-32% dari kasus AIHA dan AIHA karena bifasik autoantibodi
(paroxysmal cold hemoglobinuria) ditemukan 32% dari kasus AIHA, biasanya pada
anak-anak, jarang orang dewasa, sedangkan AIHA karena drug-induced

ditemukan 12-18% dari kasus AIHA (Gehrs and Friedberg, 2002).

2.1.1 Etiologi

Penyebab AIHA tidak diketahui. Beberapa hipotesis yang dilaporkan ada
kaitannya dengan supresi sistem imun oleh aktivitas virus, perubahan
keseimbangan antara limfosit T suppresor dan T helper, atau karena terjadinya
perubahan antigen permukaan eritrosit oleh virus atau obat atau kemungkinan
terjadi reaksi silang antara antibodi yang distimulasi oleh antigen virus terhadap
permukaan eritrosit (Oliveira et al., 2006).

Autoantibodi juga bisa timbul karena disregulasi sistem imun dan

hilangnya toleransi imun, terpapar antigen yang mirip dengan autoantigen atau B-
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lympocyte neoplasm. Tipe, jumlah dan durasi dari paparan antigen dan faktor
genetik maupun lingkungan juga berpengaruh pada timbulnya autoantibodi

(Michel, 2011; Jager and Lechner, 2013).

2.1.2 Patogenesis dan Patofisiologi

Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) merupakan sebuah contoh
autoimunitas tipe IIA. Pada kelainan ini, antigen self di permukaan eritrosit
menstimulsi respons autoantibodi, yang menyebabkan ikatan autoantibodi pada
permukaan eritrosit yang diikuti oleh lisisnya eritrosit yang dilapisi antibodi sistem
retikuloendotelial limpa dan hepar. Mekanisme hemolisis bergantung terhadap tipe
autoantibodi (Zhuang et al., 2009; Stevens, 2010; Jager and Lechner, 2013).

Dua isotipe antibodi yang paling sering berkaitan dengan anemia hemolitik
imun ‘adalah immunoglobulin G (IgG) dan M (IgM). Immunaoglobulin G (IgG)
merupakan monomer dengan struktur seperti Y dengan dua rantai berat yang
identik (y H-chains) dan dua rantai ringan (k dan A) yang dihubungkan dengan
ikatan disulfida. Pada bagian atas dari Y-like structure adalah dua domain antigen-
binding (Fab), yang masing-masing dibentuk dari N-terminal dari satu domain
variabel rantai ringan dan berat. Immunoglobulin G (IgG) mempunyai satu domain
Fc yang terdiri dari C-terminal dari dua rantai berat. Immunoglobulin M (IgM)
merupakan pentamer yang terdiri dari 5 unitmonomerik yang dihubungkan dengan
ikatan disulfida pada C-terminal dari rantai beratnya (u H-chains). Karena
kompasisi, struktur, dan ukuran dari IgG dan IgM berbeda, maka mekanisme untuk
menyebabkan homolisisnya juga berbeda (Keohane et al., 2015).

Penghancuran eritrosit secara prematur diperantarai oleh autoantibodi IgG,

IgM, dan komplemen, sedangkan mekanismenya melalui aktivasi sistem
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komplemen, aktifasi mekanisme seluler, atau kombinasi keduanya (Hudnall,

2012).
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Gambar 2.1 Mekanisme hemolisis bisa terjadi secara intravaskuler atau
ekstravaskuler. Hemolisis intravaskuler terjadi dalam aliran darah. Hemolisis
ekstravaskuler terjadi dalam sumsum tulang, limpa atau hepar (Hudnall, 2012).
Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) merupakan hasil dari hemolisis
eritrosit yang terikat antibodi dan/atau komplemen. Autoantibodi ditujukan
langsung terhadap antigen-antigen yang luas terekspresikan pada permukaan
eritrosit, sehingga disebut sebagai public antigens, yang paling lazim adalah
antigen-antigen Rhesus (Rh). Hemolisis ekstravaskuler eritrosit yang terikat

antibodi dan/atau komplemen (opsonisasi) terjadi setelah fagositosis yang

diperantarai reseptor Fc oleh makrofag-makrofag limpa dan hepar. Meskipun limpa
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merupakan tempat utama fagositosis, eritrosit yang teropsonisasi IgG kadar tinggi
dan C3b juga mengalami fagositosis yang diperantarai oleh sel Kupffer dalam
hepar. Eritrosit yang teropsonisasi, terutama oleh IgM, isotipe imunoglobulin
pentavalen dengan kemampuan mengikat komplemen, juga mengalami
intravascular complement-mediated hemolysis (Hudnall, 2012).

Hemolisis yang diperantarai oleh antibodi IgM membutuhkan aktivasi
sistem komplemen dan dapat menghasilkan baik hemolisis ekstra maupun
intravaskuler. Ketika molekul IgM berikatan dengan permukaan eritrosit, aktivasi
komplemen akan menyebabkan C3b terikat pada membran eritrosit, tetapi
complement inhibitor akan mencegah terjadinya aktivasi komplit komplemen
(membrane attack complex). Eritrosit yang disensitasi C3b akan dihancurkan di
ekstravaskuler oleh makrofag di hati (sel Kupffer) yang memiliki reseptor C3b.
Beberapa C3b pada permukaan eritrosit dapat memecah, yang mana akan
meninggalkan fragmen C3d di permukaan eritrosit. Eritrosit yang hanya disensitasi
oleh C3d tidak akan dihancurkan secara prematur dari sirkulasi karena makrofag
tidak memiliki reseptor C3d. Pada kasus berat hemolisis imun yang diperantai oleh
antibodi IgM, aktifasi komplemen akan terjadi jauh lebih hebat dan komplit (aktifasi
dari C1 sampai C9), sehingga menyebabkan hemolisis intravaskuler secara cepat
(Friedberg and Johari, 2014, Keohane, 2015).

Hemolisis yang diperantarai oleh antibodi IgG terjadi dengan atau tanpa
komplemen dan biasanya terjadi di ekstravaskuler. Eritrosit yang disensitasi oleh
IgG akan dibuang dari sirkulasi oleh makrofag di limpa, yang memiliki reseptor
komponen Fc pada IgG1 dan IgG3. Aktifasi komplit kompemen dari C1 sampai C9
jarang terjadi pada hemolisis yang diperantarai IgG (kecuali dengan adanya anti-
P pada paroxymal cold hemoglobinuria). Bila terdapat IgG dan C3b yang sama-
sama mengikat membran eritrosit, akan terjadi klirens yang lebih cepat pada

sirkulasi oleh makrofag hati dan limpa. Sering terjadi eritrosit yang disensitasi IgG
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hanya difagosit sebagian oleh makrofag, sehingga menghasilkan hilangnya
sebagian membran. Proses ini menyebabkan adanya sferosit, dan merupakan sel
yang khas pada hemolisis yang diperantarai IgG. Sferosit ini nantinya akan
dibuang dari sirkulasi oleh makrofag limpa (Friedberg and Johari, 2014, Keohane,

2015).

2.1.3 Klasifikasi

Pada umumnya pembagian AIHA didasarkan pada suhu reaksi antara
antibodi dengan antigen eritrosit, tapi ada juga yang membagi AIHA berdasarkan
AIHA sekunder dan primer. Autoantibodi yang bereaksi kuat dengan eritrosit pada
suhu 37°C atau dinamakan antibodi tipe hangat (warm autoantibody) dan
afinitasnya akan berkurang pada suhu rendah atau di bawah 37°C, sedangkan
autoantibodi yang berikatan kuat pada suhu 0-4°C dinamakan autoantibodi tipe
dingin (cold autoantibody) dan afinitasnya akan berkurang pada suhu ruangan
(Gehrs and Friedberg, 2002; Jager and Lechner, 2013).

Keohane (2015) membagi AIHA menjadi empat Kkategori utama
berdasarkan karakteristik autoantibodi dan mekanisme hemolisisnya, vyaitu
sebagai berikut.

e  Warm Autoimmune Hemolytic Anemia

o Cold Agglutinin Disease

o Paroxysmal Cold Hemoglobinuria

o Mixed-Type Autoimmune Hemolytic Anemia

Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) tipe hangat dan dingin juga
dikategorikan berdasarkan ada tidaknya penyakit yang mendasarinya, dibagi

menjadi dua kategori sebagai berikut.
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e Primer atau idiopatik: tidak dapat diidentifikasi penyakit yang mendasari

e Sekunder: terdapat penyakit yang mendasarinya

AIHA tipe hangat sekunder antara lain disebabkan oleh sebagai berikut.
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e Penyakit limfoproliferatif, misal, chronic lymphocytic leukemia (CLL)
dan penyakit Hodgkin

o Penyakit keganasan

e Penyakit-penyakit autoimun lain, termasuk SLE dan rheumatoid
arthritis (RA), ulcerative colitis, dan penyakit Crohn

¢ Infeksi-infeksi virus dan bakteri-bakteri tertentu

e Vaksinasi

¢  Cangkok organ solid

(McKenzie and Williams, 2016)

Kurang lebih 50% kelainan limfoproliferatif menyebabkan AIHA tipe hangat
(warm AIHA) dan tipe dingin (cold AIHA) dengan proporsi yang hampir sama,
sedangkan penyakit autoimun merupakan penyebab utama warm AIHA dan
penyakit-penyakit infeksi merupakan penyebab utama cold AIHA. Autoimmune
haemolytic anemia (AIHA) idiopatik lebih sering terjadi pada wanita dengan insiden
puncak pada usia 40 sampai 50 tahun (Gehrs and Friedberg, 2002). Secara garis

besar klasifikasi AIHA seperti terlihat pada Tabel 2.1.
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-
:_..é' Tabel 2.1 Klasifikasi AIHA (Keohane, 2015)
=
= Paroxysmal  Mixed-Type
. Cold A - .
— Warm Autoimmune ° . gg?u Cold Autoimmune
S . . tinin Dis- .
o Hemolytic Anemia Hemoglo- Hemolytic Ane-
= ease . :
o m— binuria mia
“
L=
= Immunoglobulin IgG (rarely IgM, IgA) IgM IgG IgG, IeM
3 class
Optimum reactivity | 37°C 47 C; reactiv- | 4°C 4°-37°C
temperature of ity
autoantibody extends
to =307
C
Sensitization IgG or IgG + C3d; only Cid Cid IgG and C3d
detected by C3d uncommon
direct antiglob-
ulin test
Complement acti- | Variable Yes Yes Yes
vation
Hemolysis Extravascular primarily Extravascu- | Imtravascular | Extravascular and
lar; rarely intravascular
intravas-
cular
Autoantibody Panreactive or Rh com- I (most), 1 P Panreactive;
specificity plex; rarely specific (some), unclear speci-
Rh or other antigen Pr (rare) ficity

1. Warm Autoimmune Hemolytic Anemia

Warm autoimmune hemolytic anemia (WAIHA) merupakan bentuk anemia
hemolitik autoimun yang paling sering terjadi, sekitar 70% kasus. Autoantibodi
yang menyebabkan WAIHA bereaksi optimal pada 37°C, dan kebanyakan adalah
lgG. Warm autoimmune hemolytic anemia (WAIHA) dapat diklasifikasikan lagi
menjadi idiopatik dan  sekunder. Pada pasien dengan WAIHA idiopatik,
penyebabnya tidak diketahui. Warm autoimmune hemolytic anemia (WAIHA)
sekunder dapat terjadi pada berbagai kondisi seperti penyakit limfoproliferatif
(CLL, dan Waldenstrom macroglobulinemia),

B-lymphocytic lymphomas,

neoplasma nonlimfoid (thymoma dan kanker kolon, ginjal, paru dan ovarium),
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penyakit autoimun (RA, scleroderma, polyarteritis nodosa, Sjogren syndrome, dan
SLE) penyakit imunodefisiensi dan infeksi virus. Onset terjadinya WAIHA biasanya
bertahap, dengan gejala anemia (lemah, letih, pusing, sesak napas), tetapi
beberapa kasus dapat terjadi akut dan mengancam nyawa dengan gejala demam,
ikterik, splenomegali, dan hepatomegali, khususnya pada anak-anak dengan
WAIHA sekunder yang disebabkan infeksi virus (Jager, 2013; Friedberg and
Johari, 2014).

Walaupun autoantibodi tersering yang menyebabkan WAIHA adalah 1gG,
pada beberapa kasus dapat melibatkan autoantibodi IgA dan juga autoantibodi
warm-reacting IgM. Proses hemolitik yang terjadi pada WAIHA adalah
ekstravaskuler, sedangkan hemolitik intravaskuler yang fulminan jarang terjadi
(Jager, 2013).

Hasil positif pada pemeriksaan DAT terdapat pada 95% pasien, dengan
sekitar 85% pasien hanya memiliki autoantibodi IgG atau baik IgG maupun C3d
pada sel eritrositnya, dan 10-14% hanya memiliki C3d. Antara 1-4% pasien
memberikan hasil negatif pada pemeriksaan DAT yang bisa disebabkan oleh
autoantibodi IgA atau IgM yang tidak terdeteksi oleh polyspecific antihuman
globulin (AHG), IgA atau C3d dibawah nilai batas deteksi reagen, disosiasi antibodi
lgG beraviditas rendah pada saat washing phase pada DAT, atau karena
bermacam-macam kesalahan teknis. Oleh karena itu, hasil negatif pada DAT tidak
menjamin pasien tersebut tidak menderita anemia hemolitik autoimun (Jager,
2013; Friedberg and Johari, 2014, Keohane, 2015).

Warm autoantibodies biasanya panreactive, yang artinya mereka akan
mengaglutinasi semua tes skrining, eritrosit donor, dan eritrosit pasien sendiri,
sehingga spesifisitas dari autoantibodi tidak jelas terlihat. Sebagian besar pasien

(sekitar 80%), autoantibodi dapat terdeteksi di serum. Karena autoantibodi bersifat
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panreactive, autoantibodi tersebut mungkin menyembunyikan reaksi dari
aloantibodi dengan panel cell eritrosit. Bila tranfusi eritrosit diperlukan, sangatlah
penting untuk memeriksa apakah terdapat aloantibodi (Jager, 2013).

Anemia pada WAIHA bisa ringan maupun berat, dengan umur eritrosit
berkurang hingga 5 hari atau kurang. Pemeriksaan laboratorium untuk serum dan
urin memberikan gambaran hemolitik ekstravaskuler yang terjadi karena 1lgG-
mediated immune hemolysis. Terdapat polikromasi dan sferosit pada evaluasi
apusan darah tepi. Adakalanya WAIHA terjadi bersama dengan immune
thrombocytopenic purpura dan penurunan jumlah platelet, suatu kondisi yang
dikenal sebagai Evans syndrome, yang mana sering terjadi pada anak-anak

(Keohane, 2015).

2. Cold Agglutinin Disease

Cold agglutinins merupakan autoantibodi IgM yang bereaksi secara optimal
pada suhu 4°C dan sering ditemukan pada individu-individu yang sehat. Cold
agglutinins yang nonpatologik ini merupakan poliklonal, terjadi pada titer rendah
(kurang dari 1:64 pada suhu 4°C), dan tidak bereaksi di atas 30°C. Kebanyakan
penyakit cold agglutinins adalah monoklonal, terjadi pada titer tinggi (lebih dari
1:1000 pada suhu 4°C), dan dapat bereaksi pada suhu lebih dari 30°C. Karena
cold agglutinins yang patologi dapat bereaksi pada suhu tubuh, maka dapat
menyebabkan cold agglutinin disease (CAD). Cold agglutinins yang dapat
mengikat antigen sel eritrosit mendekati atau pada suhu 37°C (high thermal
amplitude) dapat menyebabkan gejala yang lebih berat. Cold agglutinin disease
(CAD) akhir-akhir ini dikenal sebagai clonal lymphoproliferative B cell disorder.
Cold agglutinin disease (CAD) menjadi penyebab sekitar 15-20% dari seluruh

kasus anemia hemolitik autoimun (Friedberg and Johari, 2014; Keohane, 2015).
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Pada CAD, autoantibodi IgM mengikat antigen sel eritrosit setelah terpapar
oleh dingin, terutama pada sirkulasi perifer dan pembuluh darah kulit, dimana
temperatur dapat turun hingga 30°C. Selama transit melalui area yang lebih dingin,
autoantibodi IgM akan mengaktifasi jalur komplemen klasik. Ketika sel eritrosit
kembali ke sirkulasi sentral, antibodi IgM akan terdisosiasi, sedangkan komponen
C3b akan tetap berada di sel eritrosit. Hemolitik yang terjadi sebagian besar
ekstravaskuler oleh sel-sel makrofag hati, yang mana mempunyai reseptor C3b.
Namun, bila autoantibodi memiliki high thermal amplitude atau terdapat defisiensi
protein pengatur komplemen, hemolisis bisa terjadi intravaskuler (Berentsen et al.,
2006; Petz, 2008; Keohane, 2015).

Cold agglutinin disease (CAD) dapat diklasifikasikan lagi menjadi idiopatik
dan sekunder. Cold agglutinin disease (CAD) sekunder yang terjadi akut
disebabkan oleh infeksi Mycoplasma pneumoniae, infeksi mononukleosis, dan
penyakit virus lainnya. Cold agglutinins pada penyakit ini merupakan IgM
poliklonal, dengan distribusi rantai ringan Kk dan A yang normal. CAD sekunder
kronis jarang ditemukan, biasanya terjadi pada individu-individu dengan usia
pertengahan dan usia tua, dan autoantibodinya biasanya berupa IgM monoklonal
dengan rantai ringan k (Berentsen et al., 2006; Petz, 2008; Keohane, 2015).

Manifestasi klinis pada CAD kronis sangatlah bervariasi. Kebanyakan
pasien menderita anemia ringan, sedangkan yang lain dapat berubah menjadi
anemia yang mengancam jiwa terutama setelah terpapar oleh temperatur yang
dingin. Gejala yang lain berupa kelelahan, kelemahan, dispnea, pucat, dan
akrosianosis. Beberapa pasien juga mempunyai episode hemoglobinuria terutama
setelah terpapar temperatur yang dingin. Sedangkan pasien dengan CAD yang
akut memiliki gejala hemolisis yang ringan hingga berat yang tampak dalam 2

sampai 3 minggu setelah onset mononukleosis infeksius, infeksi M. pneumonia,
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atau infeksi virus lainnya, dan sembuh secara spontan dalam hitungan hari atau
beberapa minggu (Petz, 2008; Keohane, 2015).

Pemeriksaan DAT menunjukan hasil yang positif dengan polyspecific AHG
karena adanya C3d pada permukaan sel eritrosit. Spesifisitas cold agglutinin
paling sering adalah anti-1, tetapi bisa juga anti-i atau yang sangat jarang adalah
anti-Pr. Sebenarnya semua sel eritrosit orang dewasa positif terhadap antigen |,
sehingga anti-I akan mengaglutinasi semua skrining dan panel cell, eritrosit donor
dan eritrosit pasien sendiri pada suhu ruang atau suhu yang lebih tinggi,
tergantung pada thermal amplitude antibodi (Berentsen et al., 2006; Petz, 2008;
Keohane, 2015).

Metode cold agglutinin biasa digunakan untuk mengetahui titer antibodi
pada suhu 4°C. Cold agglutinins yang patologik, titernya dapat mencapai 1:10.000
sampai 1:1.000.000 pada suhu 4°C. Spesimen darah untuk tes cold agglutinin
harus dipertahankan pada suhu 37°C untuk mencegah terbentuknya ikatan
autoantibodi terhadap sel eritrosit pasien sendiri, yang mana dapat menurunkan
titer antibodi serum. Ketika terdapat cold agglutinin dengan titer yang tinggi,
spesimen darah dengan EDTA dapat menunjukan aglutinasi yang tampak mata
pada tabung sampel di suhu ruangan atau lebih rendah. Aglutinasi juga dapat
dilihat pada evaluasi apusan darah tepi. Spesimen darah dari pasien tersebut
harus dihangatkan pada suhu 37°C selama 15 menit sebelum dilakukan analisis
darah lengkap dengan menggunakan automated hematology analyzers. Aglutinasi
sel eritrosit akan secara nyata meningkatkan MCV, menurunkan jumlah hitung
eritrosit dan mengganggu indeks yang lain. Ketika sampel dihangatkan pada suhu
37°C, antibodi akan terlepas dari sel eritrosit dan biasanya aglutinasi akan
menghilang. Bila tidak, dibutuhkan sampel baru yang dipertahankan pada suhu
37°C dari awal pengambilan sampel hingga waktu tes. Untuk menghindari

terjadinya aglutinasi pada evaluasi apusan darah tepi, slide dapat dihangatkan



-
o
<

e
s |
—
jE—
o

—
L= ]
o
e
(=5 ]
j=—

19

pada suhu 37°C sebelum dibuat apusan. Cold agglutinin juga dapat mengganggu

penentuan golongan darah ABO (Keohane, 2015)

3. Paroxysmal Cold Hemoglobinuria

Paroxysmal cold hemoglobinuria (PCH) merupakan bentuk akut dari cold-
reactive hemolytic anemia. Paroxysmal cold hemoglobinuria (PCH) dapat idiopatik
atau sekunder. Dulu PCH sekunder dihubungkan dengan stadium akhir dari sifilis,
tetapi sekarang lebih sering terlihat pada anak-anak setelah terkena infeksi
pernapasan oleh virus. Paroxysmal cold hemoglobinuria (PCH) jarang terjadi pada
orang dewasa (Friedberg and Johari, 2014; Keohane, 2015).

Autoantibodi anti-P, yang disebut juga antibodi Donath-Landsteiner,
merupakan complement-binding IgG hemolysin yang spesifik untuk antigen P
pada sel eritrosit. Autoantibodi anti-P bersifat bifasik yang pada suhu dingin akan
mengikat antigen P pada eritrosit dan mengaktifkan sistem komplemen, dan
hemolisis terjadi hanya pada saat suhu hangat 37°C. Paparan terhadap suhu
dingin tidak selalu dibutuhkan dalam manifestasi hemolisis in vivo. Autoantibodi
anti-P mengikat antigen eritrosit secara optimal pada suhu 4°C dan mempunyai
amplitudo termal kurang dari 20°C. Pada suhu yang lebih hangat, autoantibodi
anti-P terdisosiasi dari eritrosit; titernya biasanya kurang dari 1:64 (Petz, 2008;
Keohane, 2015).

Manifestasi klinis pada anak-anak biasanya demam akut, malaise, nyeri
pada punggung, tungkai bawah dan/atau nyeri perut sekitar 1 sampai 2 minggu
setelah infeksi saluran napas atas. Pucat, kuning, dan urin berwarna gelap karena
hemoglobinuria sering terjadi. Onset hemolisis yang mendadak menyebabkan
anemia yang berat dengan kadar hemoglobin sering turun di bawah 5 gr/dL (Petz,

2008).
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Retikulosis merupakan tanda yang khas, tetapi dapat didahului dengan
retikulopenia. Evaluasi hapusan darah tepi menunjukan adanya polikromasi dan
sferosit, sedangkan skiztosit, eritrosit berinti, anisositosis, poikilositosis dan
eritrofagositosis juga dapat diamati. Awalnya mungkin bisa terdapat leukopenia,
namun kemudian terjadi leukositosis. Pemeriksaan untuk hemolisis intravaskuler
juga memberikan hasil yang positif. DAT biasanya hanya memberikan hasil positif
untuk C3d saja, karena autoantibodi anti-P terdisosiasi dari eritrosit pada suhu
tubuh (Keohane, 2015).

Paroxysmal cold hemoglobinuria (PCH) adalah penyakit yang parah
namun self-limiting dan sembuh dalam beberapa hari sampai beberapa minggu,
dengan prognosis yang baik. Pada kebanyakan pasien, anemia yang terjadi
biasanya berat dan dapat mengancam nyawa, oleh karena itu biasanya tranfusi
dibutuhkan sampai gejala-gejala menghilang. Karena autoantibodi anti-P. hanya
bereaksi pada suhu dingin dan darah dengan antigen P negatif sangat jarang,

darah P-positif dapat ditranfusikan (Keohane, 2015).

4. Mixed-type Autoimmune Hemolytic Anemia

Mixed-type autoimmune hemolytic anemia jarang terjadi. Pada keadaan ini,
pasien secara simultan membentuk suatu autoantibodi IgG dengan reaktifitas yang
optimal pada 37°C (WAIHA) dan autoantibodi IgM patologik yang bereaksi secara
optimal pada suhu 0°C sampai 10°C tetapi mempunyai amplitudo termal lebih
besar daripada 30°C (CAD). Pasien dengan WAIHA dan cold aglutinin
nonpatogenik (misalnya, aglutinin yang tidak bereaksi pada suhu lebih dari 20°C)
tidak diklasifikasikan pada kategori ini karena cold aglutinin-nya tidak signifikan
secara klinis (Petz, 2008; Keohane, 2015).

Hemolisis terjadi sebagai hasil dari kombinasi mekanisme ‘intra dan

ekstravaskuler. Penyakit ini biasanya kronis dengan episode intermiten anemia
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berat. DAT dapat menunjukan hasil yang positif hanya pada IgG saja, C3d saja,
atau IgG dan C3d. Autoantibodi hangat biasanya bersifat panreaktif dengan
spesifisitas yang tidak jelas, dimana biasanya antibodi yang beraksi terhadap

dingin mempunyai anti-1 (Petz, 2008; Keohane, 2015).

2.1.4 Gambaran Klinis dan Laboratorium

Temuan laboratorium pada AIHA sama pada anemia hemolitik lainnya,
yaitu penurunan hemoglobin, peningkatan hitung retikulosit, peningkatan kadar
serum bilirubin indirek dan laktat dehidrogenase, dan penurunan serum
haptoglobin. Bila hemolisis yang terjadi didominasi oleh hemolisis intravaskuler
atau hemolisis ekstravaskuler yang berat, kadar haptoglobin akan sangat rendah,
kadar hemoglobin plasma akan meningkat, dan pasien mungkin mengalami
hemoglobinuria atau bahkan hemaosiderinuria (pada kasus hemolisis kronis). Mean
corpuscular volume (MCV) mungkin meningkat karena retikulosis dan aglutinasi
eritrosit (bila ada). Mungkin terjadi leukositosis dan trombositosis bersamaan
dengan proliferasi eritroid dalam sumsum tulang. Pada evaluasi hapusan darah
tepi ditemukan polikromasi, sferosit, dan kadang-kadang aglutinasi eritrosit. Sel
eritrosit berinti, fragmentosit atau skistosit, dan eritrofagosit (sel fagosit yang
sedang menfagositosis eritrosit) juga mungkin dapat diamati (Keohane, 2015).

Terdapatnya autoantibodi tidak selalu patogenik. Sekitar 1 dalam 10.000
donor darah sehat hasil tes autoantobodinya positif, yang frekuensinya semakin
meningkat dengan bertambahnya usia. Pengikatan autoantibodi pada permukaan
eritrosit dapat dideteksi secara laboratorium dengan pemeriksaan DAT.
Sedangakan autoantibodi yang bebas di serum/plasma dapat dideteksi dengan
indirect antiglobulin test (IAT) (Blann and Ahmed, 2014). Adanya autoantibodi
terhadap eritrosit juga tidak selalu menyebabkan hemolisis dan anemia. Sebagian

besar pasien dengan konsentrasi autoantibodi yang rendah mempunyai DAT
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(direct Coombs’ test) positif tapi tidak mengalami anemia dan gejala-gejala lainnya.
Direct antiglobulin test (DAT) yang positif dapat disertai hemolisis oleh karena
proses imun dan hemolisis oleh karena penyebab lain atau penyebab non imun,
sedangkan DAT negatif bisa juga disertai hemolisis (Zarandona and Yazer, 2006;
Parjono dan Widayati, 2009). Sejumlah kecil pasien dengan DAT positif tanpa
disertai pemendekan umur eritrosit atau tanpa disertai bukti-bukti hemolisis
ditemukan pada 1%-15% pasien yang dirawat di rumah sakit. Hal ini mungkin
disebabkan proses keradangan yang menyebabkan adsorbsi antibodi non spesifik
pada permukaan membran eritrosit. Antibodi ini tidak berikatan secara imunologik
dengan antigen spesifik eritrosit sehingga tidak menyebabkan hemolisis. Ketika
derajat hemolisisnya signifikan maka anemia, ikterik, dan splenomegali dapat

terjadi (Zarandona and Yazer, 2006).

Positive C3 Negative Consider non-
., | DATl "
Cold s - > [ immune etlology]
agglutinin titer
Positi 1aG Non-immune
iti - ositive 1gG or etiology ruled
/posmve \slegatwe 109G and C3 o ay
Thermal - "
amplitude Donath- - Consider DIIHA
testing Landsteiner Positive and IgM- or lgA-
test allcantibody mediated AIHA
Reactive Reactive
at = 30°C at < 30°C Negative
Positive Acute or delayed
autoantibody hemuolytic transfusion
Cold Cold auto- osit reaction™
agglutinin antibodies, ositive Negative
disease not clinically [—]
significant Warm AlHA
Paroxysmal cold Consider
hemoglobinuria DIIHA®
AlHA = Autcimmune hemolytic anemia
DAT = Direct antiglobulin test
DIHA = Drug-induced immune hemalytic
anemia
* Otain drug history, confirm diagnosis with
drug-dependent antibody tests if appropriate
== Obtain history of recent transfusion

Gambar 2.2. Algoritma diagnostik AIHA (Bain et al., 2016)
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2.2 Trombosis pada Autoimmune Hemolytic Anemia dan Hubungannya
dengan Fibrinogen, Fibrin Monomer, dan Mikropartikel

Ada bukti bahwa AIHA ditandai oleh hypercoagulable state. Selain
peningkatan pembentukan trombin dan fibrin, peningkatan aktivitas faktor jaringan,
dan peningkatan aktivasi trombosit, pasien dengan AIHA menunjukkan komplikasi
trombosis, termasuk tromboembolisme vena, thrombosis paru in situ, dan stroke.
Mekanisme aktivasi koagulasi pada AIHA cenderung multifaktorial (Ataga, 2009).

Biasanya, phosphatidylserine ditemukan pada lapisan dalam membran sel,
sedangkan fosfolipid yang mengandung kolin, seperti fosfatidilkolin dan
sphingomyelin, terletak =~ pada lapisan luar  membran sel. Paparan
phosphatidylserine abnormal berfungsi sebagai sinyal pengenalan untuk
penghancuran sel selama apoptosis sel berinti dan tempat docking untuk
kompleks enzimatik yang terlibat dalam jalur koagulasi dan antikoagulasi. Paparan
eksternal dari phosphatidylserine mengubah sifat adesif dari eritrosit dan
tampaknya terlibat dalam perubahan hemostatis yang diamati pada AIHA (Ataga,
2009).

Mikropartikel yang bersirkulasi (vesikel kecil dari membran yang dilepaskan
oleh sel setelah aktivasi atau apoptosis), berasal dari eritrosit, trombosit, sel
endotel dan monosit, juga dapat berkontribusi pada keadaan hiperkoagulasi pada
AIHA. Jumlah total mikropartikel berkorelasi dengan D-dimer, kompleks trombin-
antithrombin dan protrombin fragmen 1 dan 2 (F1 + 2) (peptida yang dilepaskan
dari protrombin saat aktivasi pembentukan trombin) pada pasien AIHA. Hal ini
menunjukkan bahwa mikropartikel dapat berkontribusi pada hiperkoagulasi yang
diamati pada pasien dengan AIHA. Hubungan kuat mikropartikel dengan penanda
fibrinolisis dan aktivasi koagulasi serta dengan penanda hemolitik menegaskan
peran hemolisis dalam aktivasi koagulasi yang diamati pada pasien dengan AIHA

(Ataga, 2009).



-
o
3

-2
s
—
T
o

g
)
o=
=
ar
-

24

Antiphospholipid
Ab formation

Availability PS Exposure

(RBC, Platelets, MPs)
1 Circulating 1 Proinflammatory
Heme Cytokines / PN

L Protein §
Platelot s Protein C

< . Activation \

Propagation of
Coagulation
( tProthrombinase!

v Activity)

|

+* Endothelial "~
. Activation
3 VCAM. ICAMTF =~

Initiation of
.| Coagulation
# (TF Expression
/ by Monocytes)

N\ / I

RBC Adheslon T Proinflammatory cytokines

Gambar 2.3. Skema yang merepresentasikan mekanisme patofisiologis aktivasi
koagulasi pada penyakit sickle cell disease dan anemia-anemia hemolitik yang
lain. Berdasarkan pada triad Virchow, jalur-jalur yang digambarkan berperan pada
aktivasi koagulasi (mungkin kadang thrombosis) dengan satu dari tiga mekanisme
berikut: (i) perubahan-perubahan dinding pembuluh darah; (ii) perubahan-
perubahan pada aliran darah; dan/atau (iii) perubahan-perubahan pada komposis
komponen darah (‘hypercoagulability’). Ab: antibody; NO: nitric oxide; PS:
phosphatidylserine; RBC: red blood cell; MPs: microparticles; TF: tissue factor.
(Adapted from Ataga Kl, Key NS. Hypercoagulability in sickle cell disease: new
approaches to an old problem. Hematology Am Soc Hematol Educ Program.
2007:91-96) (Ataga, 2009)

Fibrinogen (faktor 1), salah satu reaktan fase akut, adalah
glikoprotein plasma terlarut yang disintesis oleh hati dan merupakan kofaktor
aktivasi trombus yang dapat secara langsung berkontribusi pada pembentukan

plak karena akan diubah oleh trombin menjadi fibrin selama proses koagulasi

(Hajsadeghi, 2012). Fibrinogen terakumulasi di tempat cidera pembuluh darah
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meskipun prosesnya masih minimal karena adherence-nya terhadap endotel
dapat memediasi perkembangan trombus. Fibrinogen secara independen
berkorelasi dengan kejadian trombus pembuluh darah (Tabakci, et al., 2017).
Kadar fibrinogen dikatakan dapat mencerminkan kondisi trombosis pada pasien
lebih awal dibandingkan pemeriksaan PT dan APTT serta dapat dijadikan sebagai
pemeriksaan diagnostik trombosis yang terpercaya. Kadar fibrinogen yang lebih
tinggi dapat menyebabkan peningkatan viskositas darah, peningkatan kepadatan
serat dari bekuan fibrin, peningkatan resistensi dari bekuan fibrin terhadap
fibrinolisis, dan perubahan sifat mekanik dari bekuan fibrin yang mengakibatkan
kejadian trombosis. Fibrin adalah komponen struktural utama dari trombus.
Konversi fibrinogen menjadi fibrin oleh trombin mengawali fibrin yang secara
spontan membentuk gel dengan memproduksi serat yang mengikat trombosit dan
menjebak sel darah lainnya (Ariéns, 2011). Kadar fibrinogen - diperiksa
menggunakan perhitungan waktu pembekuan plasma yang berbanding terbalik
dengan konsentrasi fibrinogen dalam plasma. Hal tersebut mendorong
penggunaan fibrinogen sebagai penanda trombosis pada pasien saat ini (Tabakci,
et al., 2017).

Performa diagnosis fibrinogen sudah diteliti pada pasien dengan trombosis
vena dalam, sindrom koroner akut, penyakit arteri koroner, atheroembolism,
infeksi, penyakit inflamasi kronis seperti penyakit autoimun, dan keganasan.
Fibrinogen dihubungkan dengan trombogenisitas dan kejadian trombus pada
beberapa penyakit tersebut. Kadar fibrinogen lebih tinggi secara signifikan pada
pasien dengan kejadian trombus dibandingkan dengan kontrol. Bahkan kadar
fibrinogen dilaporkan semakin tinggi secara signifikan pada pasien dengan
trombosis obstruksi. Sensitivitas dan spesifisitas kadar fibrinogen >400 mg/dL

sebagai diagnosis trombosis pada pasien dengan penyakit yang terkait kondisi
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hiperkoagulabilitas berkisar antara 46-67% dan 75-93%. Hasil ini secara umum
lebih sensitif daripada pemeriksaan D-dimer yang juga memiliki sensitivitas
beragam mulai dari 20-100%. Selain itu, kadar fibrinogen juga memiliki korelasi
dengan penanda trombosis yang lain seperti D-dimer (r= 0,6-0,9) dan thrombin-
antithrombin complex (TAT) (r= 0,4-0,9) (Boisclair MD, et al., 1989, Stec et al.,
2000, Danesh et al., 2005, Aykan et al., 2014).

Kadar fibrin monomer dalam plasma menunjukkan bahwa thrombin telah
mengubah fibrinogen menjadi fibrin. Pembentukan fibrin di pembuluh darah
didahului oleh pembentukan turunan fibrinogen yang telah digunakan sebagai
penanda molekuler pembentukan fibrin intravaskuler dalam diagnosis
laboratorium keadaan protrombosis dan trombosis. Fibrin monomer digabungkan
dengan dua molekul fibrinogen dengan cepat, dan bentuk gabungan ini disebut
SF. Ketika interaksi trombin-SF berlangsung, polimerisasi fibrin terjadi, sehingga
menghasilkan polimer fibrin, dan seiring terus berlanjutnya polimerisasi, pada
akhirnya menghasilkan trombogenesis (Wada and Sakuragawa, 2008).

Gold standard untuk menilai flow stasis dan trombosis pembuluh darah
adalah angiografi (sensitivitas dan spesifisitas >90%)(Mauchley, 2018). Angiografi
merupakan pemeriksaan invasif yang dapat memberikan informasi yang baik
mengenai trombus pada salah satu pembuluh darah bila dikerjakan oleh operator
yang terlatih (Shuman, 2010). Metode pencitraan awal yang juga digunakan untuk
mendiagnosis trombosis di suatu bagian tubuh pasien adalah color doppler
ultrasound (sensitivitas dan spesifisitas >90%). Pemeriksaan-pemeriksaan
tersebut dianggap lebih rumit dan kurang hemat dari segi biaya (Tabakci, et al.,

2017).
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2.3 Fibrin Monomer

Fibrin-related markers (FRM) dihasilkan seperti yang ditunjukkan pada
Gambar 2.3. Fraksinasi E fibrinogen diaktifkan oleh trombin, dan mudah
digabungkan dengan fraksi D fibrinogen untuk membentuk fibrin monomer (FM).
Fibrin monomer digabungkan dengan dua molekul fibrinogen dengan cepat, dan
bentuk gabungan ini disebut SF. Ketika interaksi trombin-SF berlangsung,
polimerisasi fibrin terjadi, sehingga menghasilkan polimer fibrin, dan seiring terus
berlanjutnya polimerisasi, pada akhirnya menghasilkan trombogenesis. Karena
sejumlah kecil trombin segera diinaktivasi oleh antitrombin, fibrinogen yang
bersirkulasi, dan sebagainya, koeksistensi SF dan trombin penting untuk
trombogenesis, menunjukkan bahwa tingkat SF yang meningkat merupakan
keadaan pretrombotik. Polimer fibrin, yang distabilkan oleh faktor XIII (FXIll),
terdegradasi oleh plasmin, dan sebagainya, dan polimer fibrin yang terdegradasi
adalah fragmen protein yang disebut D-dimer. D-dimer tidak memiliki kemampuan
pembentukan trombus itu sendiri, dan peningkatan D-dimer hadir mencerminkan
hasil fibrinolisis sekunder setelah trombogenesis (Wada and Sakuragawa, 2008).

Pembentukan fibrin di pembuluh darah didahului oleh pembentukan
turunan fibrinogen yang telah digunakan sebagai penanda molekuler
pembentukan fibrin intravaskuler dalam diagnosis laboratorium keadaan
protrombosis dan trombosis. Selama konversi fibrinogen menjadi fibrin, trombin
memediasi pembelahan sepasang peptida fibrinopeptida A dan menghasilkan
fibrin monomer, yang kemudian dipolimerisasikan untuk membentuk bekuan fibrin
yang tidak larut. Molekul fibrin monomer, di sisi lain, membentuk kompleks larut
dengan molekul fibrinogen dengan adanya konsentrasi yang cukup dari fibrinogen,
dan kompleks ini telah didefinisikan sebagai kompleks fibrin monomer-fibrinogen
terlarut. Soluble fibrin precursor yang dikenal sebagai soluble fibrin-monomer

complexes atau soluble fibrin. muncul di darah sebagai hasil peningkatan
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pembentukan trombin intravaskuler dan mencerminkan risiko tinggi klot
intravaskuler atau pembentukan fibrin yang sedang berlangsung. Penentuan
kuantitatif soluble fibrin' monomer complex dalam darah didasarkan pada
immunoassay yang membedakan antara fibrinogen dan turunan fibrinogen yang
dimodifikasi oleh trombin. Pentingnya diagnosis soluble fibrin -monomer
ditunjukkan pada tromboemboli vena, trombosis arteri koroner, bypass
kardiopulmoner, dan banyak kondisi lain yang terkait dengan trombofilia dan/atau
kondisi trombosis. Penanda molekuler terkait fibrin lainnya disebut fibrin
degradation product yang berasal dari pembelahan enzimatik fibrin dalam aksi
plasmin, protease utama sistem fibrinolitik. Dibandingkan dengan polimer fibrin
dan fibrin stabil, FM rapuh in vivo, karena fibrinolisis, sehingga dianggap sebagai
penanda yang sensitif dari keadaan hiperkoagulasi. Dibandingkan dengan
penanda tromboemboli rutin lainnya, kadar FM telah terbukti menjadi prediktor
independen dari kejadian trombus sistemik (Litvinov and Weisel, 2016).

Fibrin monomer diukur menggunakan pemeriksaan immunoturbidimetrik
STA-Liatest FM dan STAGO COMPACT MAX analyzer (Diagnostica Stago,
Prancis). Pemeriksaan didasarkan pada perubahan kekeruhan suspensi
mikrropartikel yang diukur dengan fotometri. Mikropartikel lateks, dilapisi dengan
antibodi monoklonal yang spesifik untuk fibrin monomer, dicampur dengan plasma
yang diperiksa. Reaksi antigen-antibodi yang dihasilkan menyebabkan aglutinasi
mikropartikel yang mengakibatkan peningkatan kekeruhan media reaksi yang
tercermin dari penurunan absorbansi dan diukur secara fotometri oleh alat pada
540 nm. Penurunan absorbansi berbanding terbalik dengan tingkat SFM yang ada
pada sampel yang diperiksa yang diplotkan terhadap kurva kalibrasi yang dibuat
dengan menggunakan kalibrasi level (STA-Liatest FM Calibrator) dan penyangga
(buffer 'STA-Owen-Koller) sebagai titik nol. Untuk ‘memastikan akurasi dan

reproduksibilitas hasil, 2 tingkat kontrol yang berbeda menggunakan STA-Liatest
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FM Control kit disertakan dalam pengukuran. Batas deteksi yang diamati adalah
2,0 pg/mL dan pemeriksaannya linier sampai dengan 150 pg/mL.
Reproduksibilitas yang dilaporkan berkisar antara 3,1 — 8,0%. Reference range

yang dilaporkan <6,0 pug/mL (Elged et al., 2016).

Hypercoagulable
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Gambar 2.4 Pembentukan Fibrin Monomer (Wada and Sakuragawa, 2008)

2.4. Mikropartikel

Ruang ekstraseluler organisme-organisme multiseluler mengandung
larutan yang terdiri dari metabolit-metabolit, ion-ion, protein dan polisakarida. Di
samping itu, lingkungan ekstraseluler ini juga mengandung sejumlah besar mobile
membrane-limited vesicles yang dikenal dengan istilah extracellular vesicles
(EVS). Extracellular vesicles (EVs) termasuk eksosom, activation- atau apoptosis-

induced microvesicles (MVs)/microparticles dan apoptotic bodies (Gambar 2.4).
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Kesenjangan antara messengers biologis molekuler dengan seluler diisi
oleh vesikel-vesikel subseluler yang berbeda-beda dalam hal sifat-sifat regulator
potennya. Fungsi-fungsi regulator diperantarai baik oleh reseptor-reseptor
permukaan untuk ‘memungkinkan interaksi-interaksi dengan sel-sel target,
maupun oleh kandungan internal vesikel, yang dapat berfusi dengan kandungan
sel. Vesikel-vesikel ini, yang biasanya disebut dengan microparticles (MPs) seluler
secara konstan terdapat dalam sirkulasi dan dengan demikian dapat
diimplikasikan dalam regulasi organ-organ dan jaringan yang letaknya jauh
(Robert et al., 2008; Gyo'rgy et al., 2011; Lacroix et al., 2013).

Ukuran diameter MPs seluler heterogen, berkisar antara 0,1-1,0 ym, yang
mengekspresikan antigen-antigen permukaan yang khas untuk parent cells-nya
(Robert et al., 2008; Gyo'rgy et al., 2011; Lacroix et al., 2013). Ukuran tersebut
untuk- membedakan MPs dengan partikel-partikel yang lebih kecil yaitu, eksosom,
dengan diameter kurang dari 0,1 uym, dan dari partikel-patikel yang lebih besar,
yaitu, apoptotic bodies yang dibentuk oleh fragmen-fragmen sel yang mengalami
apoptosis (Gyo'rgy et al., 2011; Shantsila et al., 2014).

Berbagai sel nampaknya mempunyai mekanisme-mekanisme yang dapat
menyebabkan dibentuknya MPs yang diperkaya dengan tipe-tipe spesifik protein
membran dan molekul-molekul sub-membran. Ini mengimplikasikan adanya jalur-
jalur sinyaling kompleks yang mengawali dan mengakhiri pembentukan MP. Tetapi
bagaimanapun, peran biologis dan klinis MPs yang tepat tetap masih belum
dipahami dengan baik. Ini terutama sebagian besar diakibatkan oleh keterbatasan-
keterbatasan yang ada. Beberapa bukti mendukung bahwa pelepasan vesikel
merupakan respons seluler adaptif yang universal (Gyorgy et al., 2011, Shantsila

et al., 2014).
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Gambar 2.5 Gambaran skematik vesikel ekstraseluler. Populasi utama antara lain,
eksosom, mikrovesikel, dan apoptotic bodies (Gyo'rgy et al., 2011).
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Gambar 2.6. Rentang ukuran tipe-tipe utama vesikel membran. Ukuran eksosom
sebesar virus, mikrovesikel sebesar bakteri dan agregat protein (misal,
kompleks imun). Baik apoptotic bodies maupun trombosit ukurannya
berkisar antara 1-5 uym (Gyo'rgy et al., 2011).



repository.ub.ac.id

32

Sebagai contoh fungsi-fungsi penting MVs adalah: mempunyai aktifitas
prokoagulan, merepresentasikan bentuk  sekresi IL1b, berperan dalam
patogenesis rheumatoid arthritis, berperan dalam karakter proinvasive tumor,
induksi transformasi onkogenik seluler, komunikasi fetomaternal (Gyo'rgy et al.,

2011).

Tabel 2.2 Asal dan Antigen-Antigen MPs (Nomura et al., 2012)

Origin Antigen
Platelet (D42a (GPIX)

(D42b (GPIb)

(D41 (GPIIb/Ila, cypfs)

(D61 (GPIllla)

CD62P (P-selectin)
Monooyte CD14 (Endotoxin receptor)
Endothelial cell (D31 (PECAM-1)

(D51 (vitronectin receptor, o, Pa)

(D54 (ICAM-1)

CD6ZE (E-selection)

(D105 {Endoglin)

(D144 {VE-Cadherin)

(D146 (MelCAM)

Sifat-sifat MP (Knijff-Dutmer et al., 2002; Distler et al., 2005, Lacroix et al., 2013):
1. Umum: dihasilkan selama apoptosis dan aktivasi
2. Ukuran: diameter kurang dari 1 pM
3. Struktur: vesikel yang dikelilingi membran, menampilkan molekul
permukaan sel
4. Cross-talk: transfer molekul-molekul bioaktif di antara sel-sel
5. Aktivasi sel: memicu aktivasi sel dan pelepasan sitokin

6. Biomarker: biomarker untuk trombosis dan keradangan
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Penelitian pada berbagai sistem in vitro menunjukkan bahwa mikropartikel
merupakan mediator-mediator potensial yang penting pada interaksi-interaksi
seluler. Dengan demikian, struktur-struktur subseluler dapat mentransfer molekul-
molekul bioaktif antar sel, juga meregulasi berbagai macam proses, seperti
keradangan, koagulasi, fungsi vaskuler, apoptosis, dan proliferasi sel (Distler et
al., 2005). Mikropartikel mengandung fosfolipid yang merupakan zat prokoagulasi
dan akan menyebabkan terjadinya proses pembekuan karena merangsang
terbentuknya protrombin dan turunannya. Adanya peningkatan jumlah fosfolipid
prokoagulan pada MP dalam sirkulasi mengakibatkan formasi clot sehingga
meningkatkan angka kejadian trombosis. Proses pembekuan tersebut akan
berlangsung lebih cepat seiring dengan tingginya fosfolipid prokoagulan pada MP
dalam sirkulasi. Penelitian Owen, et al. (2012) juga menunjukkan semakin banyak
fosfolipid prokoagulan, semakin tinggi pula kejadian koagulasi yang digambarkan
dengan terbentuknya trombin dan semakin pendek waktu yang dibutuhkan untuk

proses tersebut (Gambar 2.7).
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Gambar 2.7. Trombogram yang menunjukkan kadar fosfolipid prokoagulan
(PC/PS: posphatidylcholine/phosphatidylserine) berbanding lurus dengan proses
koagulasi yang digambarkan dengan terbentuknya trombin (sumbu y) dan
berbanding terbalik dengan waktu (sumbu x) (Owen, et al., 2012).
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KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS PENELITIAN

3.1 Kerangka Konsep

Autoantibodi mengikat

Autoantibodi anti eritrosit

antigen pada permukaan sel

eritrosit

Hemolisis Kerusakan membran

(AIHA)

Aktivasi kompleks protrombinase |¢

\

Hypercoagulable State

| Mikropartikel
(aktivitas MP
memendek)

Fibrinogen N I

v
I Fibrin monomer M I

Molekul
Prokoagulan Lain M

Trombosis (Active Disease)

Keterangan
: variabel yang tidak diteliti

> variabel yang diteliti

Gambar 3.1. Kerangka Konsep Penelitian
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Keterangan

Peristiwa utama dalam perkembangan autoimunitas adalah pengenalan
self-antigen oleh limfosit autoreaktif, aktivasi sel tersebut untuk berproliferasi dan
berdiferensiasi menjadi sel efektor, dan kerusakan jaringan yang disebabkan oleh
sel efektor dan produk-produknya. Produk yang dihasilkan oleh limfosit autoreaktif
tersebut misalnya adalah autoantibodi anti eritrosit. Autoantibodi tersebut melekat
dan menyebabkan kerusakan (hemolisis) eritrosit endogen yang menyebabkan
anemia (Friedberg and Johari, 2014). Kerusakan membran eritrosit pada penyakit
ini menimbulkan peningkatan paparan mikropartikel yang nantinya mengarah pada
kondisi hiperkoagulasi akibat aktivasi kompleks protrombinase. Darah yang kontak
dengan dinding (faktor jaringan) atau kolagen pembuluh darah yang rusak dan
trauma terhadap darah itu sendiri dalam kondisi hiperkoagulasi akan
meningkatkan monomer fibrin, mikropartikel, serta molekul prokoagulan lain. Hal

tersebut dapat mengakibatkan trombosis dan semakin aktifnya penyakit tersebut.

3.2 Hipotesis Penelitian

1. Kadar Fibrin Monomer (FM) pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen normal
(200 — 400 mg/dL) lebih rendah daripada kadar Fibrin Monomer (FM) pada pasien
AIHA dengan kadar fibrinogen tinggi (>400 mg/dL).

2. Aktivitas Mikropartikel (MP) pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen normal
lebih panjang daripada aktivitas Mikropartikel (MP) pada pasien AIHA dengan
kadar fibrinogen tinggi.

3. Kadar Fibrin Monomer (FM) dan aktivitas Mikropartikel (MP) berkorelasi dengan

kadar fibrinogen pada pasien dengan AIHA.
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BAB IV

METODE PENELITIAN

4.1 Rancangan Penelitian

Jenis penelitian ini adalah observasional analisis dengan pendekatan
pengambilan data potong lintang. Sumber data yang digunakan dalam penelitian
ini adalah data primer yang didapat dari hasil pemeriksaan kadar FM dan aktivitas
MP serta kadar fibrinogen pada pasien AIHA serta data sekunder yang didapat
dari rekam medis untuk menentukan subyek penelitian sesuai dengan kriteria

inklusi dan eksklusi.

4.2 Populasi dan Sampel
4.2.1 Subyek Penelitian
Populasi subyek penelitian adalah pasien AIHA di poliklinik rawat jalan dan

rawat inap RSUD dr. Saiful Anwar Malang.

4.2.2 Besar Sampel
Rumus yang digunakan untuk menentukan besar sampel pada penelitian
ini adalah menggunakan rumus penentuan besar sampel analisis korelatif (Dahlan,

2010). Rumus tersebut adalah sebagai berikut.

(Za +Zp)

1+7r
0,5In 1= ]

Keterangan:

— n=jumlah sampel
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— Kesalahan tipe | (Za)= ditetapkan sebesar 5% dengan hipotesis 2 arah,
sehingga Zo= 1,96
— Kesalahan tipe Il (ZB)= ditetapkan 10% dengan hipotesis 2 arah maka Z3=

1,28
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Jumlah sampel yang didapatkan dari rumus tersebut adalah minimal sebanyak 15
orang. Untuk menghindari kesalahan dalam pemeriksaan kriteria inklusi, sampel
ditambahkan 10% dari sampel yang didapatkan yaitu sebanyak 2 orang sehingga
sampel yang digunakan menjadi sebanyak 17 orang untuk masing-masing

kelompok.

4.2.2.2 Kriteria Inklusi
Kriteria inklusi sampel pasien AIHA pada penelitian ini adalah sebagai
berikut.

e Pasien usia 19-65 tahun.

e Pasien dengan diagnosis AIHA di poliklinik rawat jalan serta rawat inap RSUD
dr. Saiful Anwar Malang yang pada penelitian ini ditegakkan berdasarkan
pemeriksaan Hb < 12 g/dL (perempuan) atau < 14 g/dL (laki-laki), DAT (+) dan
didiagnosis secara klinis oleh dokter spesialis penyakit dalam.

e Pasien yang bersedia mengikuti penelitian dan menandatangani informed

consent yang telah disetujui oleh komisi etik RSUD dr. Saiful Anwar Malang.

4.2.2.3 Kriteria Eksklusi

Kriteria eksklusi sampel penelitian ini adalah sebagai berikut.
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e Pasien yang menderita immune thrombocytopenic purpura (ITP), acute
coronary syndrome (ACS), sepsis, keganasan, autoimun lain seperti RA dan

thrombotic thrombocytopenic purpura (TTP).

4.3 Teknik Sampling

Pengambilan sampel pada penelitian ini dilakukan secara consecutive
sampling yaitu pasien AIHA di poliklinik rawat jalan dan rawat inap RSUD dr. Saiful
Anwar pada saat periode penelitian dan lolos setelah dilihat dari kriteria inklusi dan

eksklusi, diambil sampai sesuai jumlah sampel yang telah ditetapkan.

4.4 Variabel Penelitian

Variabel bebas pada penelitian ini adalah kadar fibrinogen pada pasien
AIHA. Kadar fibrinogen normal adalah 200-400 mg/dL sedangkan kadar fibrinogen
tinggi adalah >400 mg/dL. Variabel terikat pada penelitian ini adalah kadar FM dan

aktivitas MP.
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4.5 Definisi Operasional Variabel

eritrosit dan trombosit yang berisi fosfolipid prokoagulan
yang terlibat dalam trombosis, inflamasi, remodeling
vaskuler, dan angiogenesis) membuat bekuan. Semakin
pendek waktu yang diperoleh dari pengukuran aktivitas
MP, semakin tinggi kadar MP- dalam sampel tersebut
sehingga semakin cepat terjadi bekuan.

No. | Variabel Definisi Operasional Parameter/Alat ukur Satuan | Skala Nilai
Normal

1 AIHA AIHA primer, anemia karena penghancuran eritrosit oleh | pemeriksaan penunjang | - Nominal | -

autoantibodi laboratorium: Hb < 12
g/dL (perempuan) atau <
14 g/dL (laki-laki) (Sysmex
XN-1000), DAT (+) dan
didiagnosis secara klinis
oleh  dokter spesialis
penyakit dalam.

2. | Fibrinogen Protein yang diperiksa dalam sampel plasma sitras yang | Normal = 200-400 mg/dL | mg/dL | Ratio 200 -
berfungsi dalam proses hemostasis dengan menstimu- | Tinggi = >400 mg/dL 400
lasi pembentukan trombus dan diduga sebagai penanda | (Sysmex CS-2100i)
trombosis bila kadarnya tinggi. Kadar fibrinogen normal
dan tinggi yang digunakan penelitian ini.

3. | Fibrin Fibrinogen yang berubah akibat aksi proteolitik trombin | Sta compact max pg/mL | Ratio <5,2

monomer pada domain rantai a dan 3 N-terminalnya dalam sampel pg/mL
plasma sitras dan dianggap sebagai kandidat alternatif
penanda trombosis yang lebih sensitif dan spesifik
dibandingkan fibrinogen
5. | Aktivitas Waktu yang diperlukan oleh MP (partikel berukuran 0,1 | Sta compact max Detik Ratio 72+
mikropartikel | — 1 um yang dilepaskan saat remodeling membran 5,6
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4.6 Lokasi dan Waktu Penelitian
Penelitian ini dilaksanakan di Laboratorium Sentral RSUD dr. Saiful Anwar

Malang pada bulan Oktober 2018-Maret 2019.

4.7 Alat dan Bahan Penelitian

4.7.1 Alat
1. Alat pengambilan sampel: spuit 5 mL, tabung plasma sitras
2. Alat pemeriksaan kadar fibrinogen: Sysmex CS-2100i

3. Alat pemeriksaan kadar FM dan aktivitas MP: Sta-compact max

4.7.2 Bahan

Sampel plasma Na sitras darah vena serta rekam medis.

4.8 Prosedur Penelitian
4.8.1 Pengambilan Sampel

Darah dari vena perifer pasien dimasukkan ke dalam tabung yang
mengandung antikoagulan trisodium sitras 3,2% dengan perbandingan
darah:antikoagulan = 9:1 kemudian disentrifus 2500 g selama 15 menit sesegera
mungkin dalam waktu 1 jam setelah pengambilan sampel. Plasma yang
didapatkan dari hasil sentrifus tersebut kemudian diperiksa kadar fibrinogennya
dengan alat Sysmex CS-2100i kemudian sisanya diambil dan disimpan pada suhu
<-20°C. Sampel plasma yang disimpan lalu diperiksa kadar FM dan aktivitas MP
maksimal 1 bulan dari waktu awal penyimpanan. Plasma yang telah disimpan pada
suhu =-20°C dibiarkan mencair terlebih dulu pada suhu 37°C sebelum dimasukkan

ke dalam alat Sta-compact max untuk diperiksa kadar FM dan aktivitas MP.
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4.8.2 Prosedur Pemeriksaan Kadar Fibrinogen
Persiapan dan Penyimpanan Reagen Pemeriksaan Kadar Fibrinogen
Reagen dalam vial yang belum dibuka stabil sampai tanggal kadaluwarsa
yang ditunjukkan pada label kemasan bila disimpan pada suhu 2-8 °C. Reagen
thrombin (lyophilized bovine thrombin preparation (£100 IU/mL) dengan stabilizer
dan buffer) tersebut dilarutkan dengan sejumlah air terdistilasi atau terdeionisasi
sesuai label pada vial kemudian vialnya ditutup serta isinya dibiarkan larut dan
dicampur rata sesaat sebelum digunakan. Stabilitas reagen setelah rekonstitusi:
o 2-8°C: 5 hari (vial tertutup)

o 15-25°C: 8 jam (vial tertutup)

Prinsip Pemeriksaan Kadar Fibrinogen

Enzim trombin mengubah protein fibrinogen yang larut dalam plasma
menjadi polimernya yang tidak larut, fibrin. Waktu pembekuan plasma berbanding
terbalik dengan konsentrasi fibrinogen dalam plasma (normal = 200 — 400 mg/dL).
Waktu pembekuan yang didapat dengan cara ini kemudian dibandingkan dengan

standar fibrinogen.

Quality Control Pemeriksaan Kadar Fibrinogen

Dua level material QC (normal dan patologi) diperiksa sebelum melakukan
tes fibrinogen, setiap kalibrasi, ganti reagen, dan minimal setiap 8 jam/hari.
Material kontrol diproses dengan cara yang sama seperti sampel. Pengecekan
alat, material kontrol, dan reagen dilakukan serta hasil pemeriksaan tidak

dikeluarkan jika nilai kontrol di luar interval.
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4.8.3 Prosedur Pemeriksaan Kadar Fibrin Monomer
Persiapan dan Penyimpanan Reagen Pemeriksaan Kadar FM

Reagen dalam vial yang belum dibuka stabil sampai tanggal kadaluwarsa
yang ditunjukkan pada label kemasan bila disimpan pada suhu 2-8°C. Reagen 1
(buffer) dan reagen 2 (suspensi mikropartikel lateks yang dilapisi dengan antibodi
monoklonal anti FM manusia) dibiarkan pada suhu ruang (18-25°C) selama 15
menit sebelum digunakan. Masing-masing vial reagen tersebut kemudian diputar
perlahan tanpa menghasilkan gelembung lalu tiap vial ditutup dengan perforated
cap sesaat sebelum dipakai. Setelah dibuka, reagen 1 dan 2 stabil selama
e 2 hari pada STA-compact max bila tetap berada dalam vial asli dengan

perforated cap

e 15 hari pada suhu 2-8°C dalam vial dan tutup aslinya.

Prinsip Pemeriksaan Kadar FM

Pemeriksaan ini didasarkan pada perubahan kekeruhan suspensi
mikropartikel yang diukur dengan fotometer. Suspensi mikropartikel lateks yang
dilapisi ikatan kovalen dengan antibodi monoklonal spesifik terhadap ada atau
tidaknya kompleks FM terlarut pada plasma yang akan diperiksa. Reaksi antigen-
antibodi mengawali aglutinasi mikropartikel lateks yang menginduksi peningkatan
kekeruhan media reaksi. Peningkatan kekeruhan ‘ini- digambarkan dengan
peningkatan absorbansi yang nantinya akan diukur oleh fotometer. Peningkatan
absorbansi sebanding dengan tingkat kompleks FM terlarut yang ada dalam
sampel (normal <5,2 pg/ml). Pemeriksaan kompleks FM terlarut dalam sampel
plasma akan dianalisis oleh alat pada panjang gelombang 540 nm segera setelah

sampel dimasukkan.
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Quality Control Pemeriksaan Kadar FM
Uji kalibrasi dilakukan dengan 5 STA-FM calibrator untuk mendapatkan
kurva kalibrasi. Dua level kontrol yang berbeda memakai STA-FM control

digunakan untuk QC.
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4.8.4 Prosedur Pemeriksaan Aktivitas Mikropartikel
Persiapan dan Penyimpanan Reagen Pemeriksaan Aktivitas MP

Reagen dalam vial yang belum dibuka stabil sampai tanggal kadaluwarsa
yang ditunjukkan pada label kemasan bila disimpan pada suhu 2-8 ° C.

e Reagen 1 (plasma sitras manusia yang fosfolipid prokoagulannya sudah
dihilangkan, lyophilized): 1ml air ditambahkan ke dalam tiap vial dan
dibiarkan larut pada suhu kamar (18-25°C) selama 30 menit sebelum
digunakan kemudian vial diputar perlahan untuk mendapatkan solusi yang
homogen. Stabilitas reagen yang direkonstitusi dalam vial asli: 8 jam dalam
STA-compact max.

e Reagen 2 (factor Xa bovine, %0,04 IU/vial, lyophilized): 4 ml air
ditambahkan ke dalam tiap vial dan dibiarkan larut pada suhu kamar (18-
25°C) selama 30 menit sebelum digunakan kemudian vial diputar perlahan
untuk mendapatkan solusi yang homogen. Stabilitas reagen yang
direkonstitusi-dalam vial asli: 8 jam dalam STA-compact max.

e Reagen 3 (plasma sitras manusia yang waktu pembekuannya dalam
sistem STA-Procoag-PPL sudah diketahui): 1ml air ditambahkan ke dalam
tiap vial dan dibiarkan larut pada suhu kamar (18-25°C) selama 30 menit
sebelum digunakan sebagai kontrol normal, kemudian vial diputar perlahan
untuk mendapatkan solusi yang homogen. Stabilitas reagen yang

direkonstitusi dalam vial asli: 8 jam dalam STA-compact max.
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¢ Reagen 4 (plasma sitras manusia yang waktu pembekuannya dalam
sistem STA-Procoag-PPL sudah diketahui lebih rendah daripada reagen
3): 1ml air ditambahkan ke dalam tiap vial dan dibiarkan larut pada suhu
kamar (18-25°C) selama 30 menit sebelum digunakan sebagai kontrol
patologi, kemudian vial diputar perlahan untuk mendapatkan solusi yang
homogen. Stabilitas reagen yang direkonstitusi dalam vial asli: 8 jam dalam

STA-compact max.

Prinsip Pemeriksaan Aktivitas MP

Prinsip pemeriksaan ini adalah pengukuran waktu pembekuan dengan
adanya kalsium. Penambahan plasma yang tidak mengandung fosfolipid (reagen
1) membuat tes tergantung pada fosfolipid prokoagulan dari sampel yang diuji.
Penambahan reagen 2 (factor Xa) ke dalam sampel akan memicu kaskade
koagulasi dari faktor Xa lalu waktu pembekuan akan diukur oleh alat. Waktu
pembekuan sampel yang memendek (normal= 72 * 5,6 detik) yang diukur dengan

STA-Procoag-PPL menunjukkan peningkatan fosfolipid prokoagulan dalam MP.

Quality Control Pemeriksaan Aktivitas MP
Quality control pemeriksaan MP menggunakan P-PPL Control N dan P-PPL
Control P, reagen 3 dan 4, dengan cara memasukkan kontrol ke dalam alat pada

tempat yang sudah disediakan.

4.8.5 Rencana Pengolahan dan Analisis Data

Data yang didapat dari hasil penelitian akan dianalisis secara analitik
menggunakan perangkat lunak komputer SPSS 20. Semua data variabel
ditabulasi secara manual sebelum dilakukan uji normalitas data. Setelah itu akan

dilakukan analisis univariat yang digunakan untuk menentukan distribusi frekuensi
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variabel terikat yaitu rerata dari kadar FM dan aktivitas MP. Uiji korelasi akan
dilakukan terhadap data hasil pemeriksaan kadar FM dan aktivitas MP
dibandingkan dengan kadar fibrinogen untuk menentukan hubungan sebagai

penanda trombosis pada pasien dengan AlHA.

4.8.6 Alur Prosedur Penelitian

Pasien AIHA di poliklinik rawat jalan
dan rawat inap RSUD dr. Saiful Anwar Malang
yang memenuhi kriteria inklusi (n=17)

Informed Consent

Tes Kadar Fibrinogen Tes Kadar Fibrin Monomer
dan Aktivitas Mikropartikel

Pengolahan dan
Penganalisisan Data
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BAB V

HASIL PENELITIAN DAN ANALISA DATA

5.1 Karakteristik Subyek Penelitian

Penelitian ini melibatkan 45 subyek penelitian (n=45) yang terdiri dari 19
pasien AIHA dengan kadar fibrinogen plasma normal serta 26 pasien AIHA dengan
peningkatan kadar fibrinogen plasma (>400 mg/dL) yang telah memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi serta menandatangani persetujuan (informed consent). Tabel
5.1 menyajikan karakteristik subyek penelitian berdasarkan usia dan jenis kelamin.
Dari keseluruhan sampel yang diperoleh, pada pasien AIHA dengan kadar
fibrinogen tinggi didapatkan jumlah perempuan 14 orang, 2 orang lebih banyak
daripada jumlah pasien laki-laki. Pada kelompok pasien AIHA dengan kadar
fibrinogen normal didapatkan jumlah perempuan 10 orang yang juga lebih banyak
daripada pasien laki-laki yang berjumlah 9. Kelompok pasien AIHA dengan kadar
fibrinogen normal rata-rata berusia 35,16 £ 5,20 tahun. Sedangkan pada kelompok
AIHA dengan kadar fibrinogen tinggi menunjukkan angka 30,32 + 6,31 tahun

sebagai rerata usia.

Tabel 5.1 Karakteristik Subyek Penelitian (Data penelitian sesuai lampiran)

Karakteristik AlHA AIHA p
dengan dengan
kadar kadar
fibrinogen fibrinogen
normal tinggi
N=19 N =26
Usia (tahun) (mean = SD) 35,16 £5,20 | 30,32 | 0,362
6,31
Jenis Laki-laki 9 12 0,936
Kelamin
Perempuan 10 14 0,936
Kadar Fibrinogen (mg/dL) (mean = SD) | 236,06 = | 501,65 % | 0,030
109,50 76,76

46
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5.2 Kadar Fibrinogen dan FM Plasma serta Aktivitas MP Berdasarkan
Kelompok Subyek Penelitian

Dalam penelitian ini kami mengukur kadar FM dan aktivitas MP pasien
AIHA pada 2 kelompok subyek penelitian, kelompok AIHA dengan kadar fibrinogen
plasmanya normal dan AIHA yang kadar fibrinogen plasmanya meningkat >400
mg/dL. Tidak ada perlakuan pada masing-masing kelompok. Hasil pemeriksaan
kadar FM plasma serta aktivitas MP pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen

normal dan dengan peningkatan fibrinogen dapat dilihat pada gambar 5.1.

Tabel 5.2: Rerata Kadar FM dan Aktivitas MP pada Pasien AIHA dengan
Kadar Fibrinogen Normal dan Tinggi.

Parameter Kelompok RerataxSD |p

Kadar FM (ug/mL) AIHA  dengan kadar | 5,47 + 3.19 0,030
fibrinogen tinggi (N=26)
AIHA dengan  kadar | 3,55+ 1,20
fibrinogen normal (N=19)

Aktivitas MP (detik) | AIHA  dengan kadar | 61,93 + 33,46 | 0,011
fibrinogen tinggi (N=26)
AIHA dengan kadar | 95,94 + 42,64
fibrinogen normal (N=19)

Berdasarkan pada tabel 5.2 didapatkan parameter kadar FM pada
kelompok pasien AIHA dengan peningkatan fibrinogen memiliki kadar lebih tinggi
dibandingkan kelompok pasien AIHA dengan fibrinogen normal serta didapatkan
hasil perbedaan yang bermakna (p=0,030). Pada parameter aktivitas MP pada
kelompok pasien AIHA dengan fibrinogen tinggi memiliki waktu yang lebih pendek

dibandingkan kelompok pasien AIHA dengan fibrinogen normal (p= 0,011).
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Kadar FM (ug/mL) Aktivitas MP (detik)

AlHA+fibrinogen AIHA+fibrinogen 160
tinggi (N=26) normal (N=19)
10 140

8
100

7 I

6 80

5 60 I
|

4

| 40 I

3
I 20

2

1 0

AlIHA+fibrinogen AIHA+fibrinogen
0 tinggi (N=26) normal (N=19)

Gambar 5.1: Grafik kadar FM (png/mL) dan aktivitas MP. (detik) plasma pada subyek AIHA
dengan dan tanpa trombosis

5.3 Korelasi Kadar FM dan Aktivitas MP dengan Kadar Fibrinogen pada
Pasien AIHA

Hasil korelasi kadar fibrinogen dengan kadar FM dan aktivitas MP pada
pasien AIHA baik dengan kadar fibrinogen normal maupun tinggi ditunjukkan pada

tabel 5.3.

Tabel 5.3: Korelasi Kadar FM dan Aktivitas MP. dengan Kadar Fibrinogen
pada Pasien AlIHA.

Kadar FM Aktivitas MP
Kadar r= 0,545 r=-0,515
Fibrinogen p= 0,000 p= 0.000
Kadar FM r=-0,443
p= 0,002
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Gambar 5.2: Grafik Korelasi Kadar FM dan Aktivitas MP dengan Kadar Fibrinogen pada
Pasien AIHA

Berdasarkan pada tabel tersebut didapatkan korelasi yang signifikan
antara fibrinogen dengan FM dan aktivitas MP. Semakin meningkatnya fibrinogen
maka akan meningkat pula FM dan menurunkan waktu pada aktivitas MP.
Semakin pendek waktu yang diperoleh dari pengukuran aktivitas MP, semakin

tinggi kadar MP dalam sampel tersebut.
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BAB VI

PEMBAHASAN

6. 1 Karakteristik Subyek Penelitian

Penelitian ini merupakan suatu penelitian observasional analitik dengan
desain potong lintang yang bertujuan untuk mengetahui hubungan antara kadar
fibrinogen dengan kadar FM dan aktivitas MP pada pasien AIHA serta
menunjukkan hasil penelitian yang sesuai dengan hipotesis yang telah
dikemukakan. Selama penelitian ini didapatkan 45 subyek yang memenuhi kriteria
inklusi, terdiri dari 24 pasien perempuan dan 21 pasien laki-laki. AIHA memang
memiliki predileksi pada perempuan dengan rasio kejadian pada laki-
laki:perempuan adalah 1:2 (Silberstein P, 2007) sampai dengan 2:3 (Alwar et al.,
2010). Alasan tingginya prevalensi pada perempuan karena hubungannya dengan
kelainan autoimun. Perempuan merespons infeksi, vaksinasi, dan trauma dengan
peningkatan produksi antibodi dan respons imun T helper (Th)2 lebih dominan
dibandingkan respons Thl dan inflamasi yang biasanya lebih dominan pada laki-
laki (Fairweather et al., 2008).

Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) dapat terjadi pada umur
berapapun dan ras apapun (Silberstein, 2007). Penelitian Chaudhary et al. (2010)
di populasi Kaukasia menunjukkan kejadian AIHA adalah pada usia 40 tahun ke
atas. Penelitian yang ditulis oleh Alwar (2014) di Asia melaporkan pasien AIHA
secara umum berada pada usia dekade kedua sampai ketiga sesuai rerata usia
penderita pada penelitian ini yang juga didapatkan di dekade ketiga. Alasan
kejadian AIHA pada usia yang berbeda tersebut belum diketahui secara pasti.
Tidak didapatkan adanya perbedaan yang bermakna pada jenis kelamin dan usia

pasien AlIHA.

50
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6.2 Kadar Fibrinogen dan FM Plasma serta Aktivitas MP Berdasarkan
Kelompok Subyek Penelitian

Ada semakin banyak bukti bahwa anemia hemolitik autoimun dicirikan
oleh keadaan hiperkoagulasi. Selain peningkatan trombin dan pembentukan fibrin,
peningkatan aktivitas faktor jaringan, dan peningkatan aktivasi trombosit, pasien
dengan anemia hemolitik ~menunjukkan komplikasi trombotik, termasuk
tromboemboli vena, trombosis paru dan stroke. Mekanisme aktivasi koagulasi
pada anemia hemolitik kemungkinan multifaktorial. (Ataga, 2009).

Peran fibrinogen dalam hemostasis dan trombosis tidak cukup dipahami
meskipun fibrinogen diakui sebagai komponen kunci dari pembekuan darah. Hal
ini mengakibatkan fibrinogen tetap menjadi bahan penelitian, termasuk dalam
penelitian ini. Ada sejumlah mekanisme dimana kadar fibrinogen yang lebih tinggi
dapat menyebabkan trombosis, termasuk peningkatan viskositas darah,
peningkatan kepadatan serat bekuan fibrin, peningkatan resistensi bekuan fibrin
terhadap fibrinolisis, dan perubahan sifat mekanik bekuan fibrin (Ariéns, 2011).
Penelitian klinis secara konsisten menunjukkan peningkatan kadar fibrinogen pada
pasien dengan trombosis, sehingga kadar fibrinogen yang tinggi pada pasien AIHA
dalam penelitian ini diduga erat kaitannya juga dengan kejadian trombosis pada
AIHA. Epidemiologi kejadian trombosis pada AIHA menunjukkan adanya 17%
pasien dengan diagnosis AIHA mengalami kejadian komplikasi tromboemboli
(Hendrick, 2002). Sedangkan pada penelitian ini angka tersebut menunjukkan
58%, terdapat selisih yang cukup besar dengan penelitian sebelumnya.
Ketidaksesuaian ini dapat dijelaskan oleh fakta bahwa tempat penelitian ini berada
pada rumah sakit rujukan tersier dimana kemungkinan penyakit yang diderita
pasien sudah lebih parah. Satu hal lagi yang perlu diingat saat fibrinogen dikaitkan

dengan dugaan kejadian trombosis adalah fibrinogen merupakan protein fase akut
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yang selama peradangan akut kadarnya dapat melebihi normal (Kattula et al.,
2017). Penyebab ini dapat mengakibatkan selisih angka kejadian yang berbeda
dengan penelitian sebelumya tentang kejadian trombosis pada pasien AIHA.
Biasanya, fosfatidilserin ditemukan di lapisan dalam membran sel,
sedangkan fosfolipid yang mengandung kolin, seperti - fosfatidilkolin ~dan
sphingomyelin, terletak di lapisan luar membran plasma. Pajanan fosfatidilserin
abnormal berfungsi sebagai sinyal apoptosis sel berinti, dan sebagai docking site
kompleks enzimatik yang terlibat dalam jalur koagulasi dan antikoagulasi. Paparan
fosfatidilserin eksternal mengubah sifat adesif eritrosit dan tampaknya terlibat
dalam perubahan hemostatik yang diamati pada anemia hemolitik. Jumlah eritrosit
yang positif fosfatidilserin telah dilaporkan secara signifikan berkorelasi dengan
fragmen prothrombin 1 dan 2 (F1 + 2), D-dimer dan kompleks plasmin-antiplasmin
di AIHA, tetapi tidak ada korelasi yang ditemukan antara trombaosit yang positif
fosfatidilserin dan salah satu penanda hemostatik ini (Ataga, 2009). Mikropartikel
(vesikel dari membran yang dikeluarkan oleh sel setelah aktivasi atau apoptosis)
tersebut berasal dari eritrosit, trombosit, sel endotel dan monosit serta dapat
berkontribusi pada keadaan hiperkoagulasi pada anemia hemolitik. Trombosit juga
diaktifkan pada anemia hemolitik. Jumlah mikropartikel total yang berkorelasi
dengan penanda koagulasi pada pasien AIHA menunjukkan bahwa mikropartikel
dapat berkontribusi-pada keadaan hiperkoagulabilitas yang diamati pada pasien
dengan anemia hemolitik. Mikropartikel (MP) merupakan prokoagulan dini yang
akan menginduksi proses koagulasi pada kejadian patologi trombosis pasien
dengan AIHA (Said et al., 2018). Proses koagulasi atau pembekuan akan
berlangsung lebih cepat ketika terdapat MP dalam jumlah banyak sehingga pada
pasien AIHA yang diduga trombosis dengan kadar fibrinogen yang tinggi

didapatkan hasil waktu pembekuan atau aktivitas MP yang lebih pendek secara
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signifikan dibandingkan dengan pasien AIHA yang kadar fibrinogennya normal
dalam penelitian ini.

Pembentukan fibrin di pembuluh darah merupakan proses lanjutan dari
pengeluaran MP yang didahului oleh pembentukan turunan fibrinogen yang telah
digunakan sebagai penanda molekuler pembentukan fibrin intravaskuler dalam
diagnosis laboratorium keadaan protrombosis dan trombosis. Selama konversi
fibrinogen menjadi fibrin, trombin  memediasi pembelahan sepasang peptida
fibrinopeptida A dan menghasilkan fibrin  monomer, yang kemudian
dipolimerisasikan untuk membentuk bekuan fibrin yang tidak larut. Molekul fibrin
monomer lalu membentuk kompleks larut dengan molekul fibrinogen dengan
adanya konsentrasi yang cukup dari fibrinogen, dan kompleks ini  telah
didefinisikan sebagai kompleks fibrin monomer-fibrinogen terlarut. Soluble fibrin
precursor yang dikenal sebagai soluble fibrin monomer complexes atau soluble
fibrin muncul di darah sebagai hasil peningkatan pembentukan trombin
intravaskuler dan mencerminkan risiko tinggi klot intravaskuler atau pembentukan
fibrin yang sedang berlangsung. Pentingnya diagnosis soluble fibrin monomer
ditunjukkan pada tromboemboli vena, trombosis arteri koroner, bypass
kardiopulmoner, dan banyak kondisi lain yang terkait dengan trombofilia dan/atau
kondisi trombosis. FM lebih rapuh in vivo dibandingkan dengan polimer fibrin dan
fibrin stabil karena fibrinolisis sehingga dianggap sebagai penanda yang sensitif
dari keadaan hiperkoagulasi. Kadar FM telah terbukti menjadi prediktor
independen dari kejadian trombus sistemik dibandingkan dengan penanda
tromboemboli rutin lainnya (Litvinov and Weisel, 2016). Inilah yang dapat
mengakibatkan hasil kadar FM pasien AIHA dengan peningkatan fibrinogen
didapatkan lebih tinggi bermakna dibandingkan pada pasien AIHA dengan kadar

fibrinogen normal.
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6.3 Korelasi Kadar FM dan Aktivitas MP dengan kadar Fibrinogen pada
Pasien AIHA

Hubungan antara kadar fibrinogen plasma dengan kadar FM dan aktivitas
MP secara statistik- dengan menggunakan uji korelasi Spearman menunjukkan
nilai korelasi berturut-turut sebesar 0,545 dan -0,515 dengan nilai p = 0,000 untuk
keduanya, sehingga dapat disimpulkan bahwa terdapat korelasi sedang yang
signifikan antara kadar fibrinogen plasma dengan kadar FM dengan arah
hubungan yang positif tetapi korelasi dengan aktivitas MP menunjukkan arah
hubungan yang negatif. Hal ini menunjukkan semakin tinggi kadar fibrinogen
plasma maka kadar FM plasma akan semakin meningkat sedangkan waktu
aktivitas MP akan semakin pendek. Semakin pendek waktu aktivitas MP
menunjukkan kadar MP yang semakin tinggi pada sampel tersebut. Permukaan
MP mengandung  fosfolipid prokoagulan berupa fosfatidilserin yang akan
mengawali proses koagulasi dan selanjutnya mengakibatkan konversi trombin.
Aktivitas prokoagulan tersebut semakin tinggi seiring dengan semakin banyaknya
jumlah fosfolipid prokoagulan pada MP. Tingginya aktivitas tersebut dapat
diperkirakan melalui waktu pembekuan yang semakin pendek (Sgrensen, 2012).

Dalam studi van Beers, et al. (2009) melaporkan mayoritas mikropartikel
pada pasien AIHA berasal dari trombosit dan eritrosit, dan bahwa jumlah
mikropartikel ini tidak berbeda secara signifikan antara kondisi aktif dan stabil.
Penelitian sebelumnya oleh Shet, et al. (2009), juga melaporkan tidak ada
mikropartikel yang berasal dari monosit atau sel endotel yang terdeteksi dan tidak
ada mikropartikel yang mengekspresikan faktor jaringan yang diidentifikasi.
Mikropartikel dari eritrosit juga dikatakan berkorelasi kuat dengan kadar plasma
penanda hemolitik ' (hemoglobin, r= -0.58, p<0,001 (Beers, 2009), lactate
dehydrogenase, r= 0.59, p<0,001), aktivasi platelet/endotel (factor von Willebrand,

r= 0,44, p<0,001) serta koagulasi (fragmen F1+2 protrombin, r= 0,59, p<0,001).
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Selanjutnya, terjadinya fibrinogen bahkan fibrin monomer yang nantinya akan
menjadi trombin dan kemudian trombin menjadi fibrin dapat tergantung pada
jumlah total mikropartikel (r= 0,63, p<0,001) (Beers, 2009).

Hubungan kuat mikropartikel yang dari eritrosit dengan penanda fibrinolisis
dan aktivasi koagulasi serta penanda hemolitik semakin menegaskan peran
hemolisis dalam aktivasi koagulasi yang diamati pada pasien dengan anemia
hemolitik. Temuan ini mirip dengan yang ada dalam penelitian ini di mana korelasi
diamati antara penanda koagulasi (fibrinogen) dan aktivitas MP (r= -0,515,
p<0,000) dan FM (r= 0,545, p<0,000 ) pasien AIHA. Fibrin Monomer (FM) dan MP
dihubungkan dengan fibrinogen yang dikatakan dapat menggambarkan dugaan
trombosis pasien AIHA pada penelitian ini sedangkan gold standard untuk
diagnosis  kondisi - trombosis < pada pasien memang masih ~memerlukan
pemeriksaan penunjang dengan angiografi yang lebih invasif atau color doppler

ultrasound yang kurang ekonomis dan butuh operator terlatih.

6.4. Keterbatasan Penelitian

Tidak semua kelainan bisa dieksklusi dalam penelitian ini. Kriteria eksklusi
juga hanya berdasarkan diagnosis utama sehingga keadaan penyerta pasien
seperti inflamasi akut yang sedang diderita dapat mempengaruhi hasil

pemeriksaan dan interpretasi parameter yang diukur.
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1. Kadar Fibrin Monomer (FM) pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen normal
(200 — 400 mg/dL) lebih rendah secara signifikan daripada kadar Fibrin Monomer
(FM) pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen tinggi (>400 mg/dL).

2. Aktivitas Mikropartikel (MP) pada pasien AIHA dengan kadar fibrinogen normal
lebih panjang secara signifikan daripada aktivitas Mikropartikel (MP) pada pasien
AIHA dengan kadar fibrinogen tinggi.

3. Kadar Fibrin Monomer (FM) dan aktivitas Mikropartikel (MP) berkorelasi sedang

secara signifikan dengan kadar fibrinogen pada pasien dengan AlHA.

7.2 Saran
Perlunya penelitian lanjutan dengan analisis uji diagnosis untuk mengetahui
performa FM dan MP sebagai penanda trombosis pada pasien dengan AIHA

dibandingkan dengan angiografi atau color doppler ultrasound.
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No. Jenis Kelamin Usia Kadar Kadar Aktivitas
Fibrinogen FM MP
1=laki-laki, 2=perempuan tahun mg/dL detik

1 1 35 418 3.13 64.3

2 1 37 550 5.63 37.5

3 1 27 544 5.84 53.2

4 1 32 612 6.34 20

5 1 38 238 2,57 65.1

6 1 35 420 3.57 64.1

"4 1 20 238 2.53 85.4

8 1 29 135 2.32 120.7

9 1 33 273 2.87 113.5
10 1 32 364 3.22 96.2
11 1 29 183 3.98 96.2
12 1 20 466 3.52 64.4
13 1 36 283 2.78 33.2
14 1 28 638 71 4 33.2
15 1 49 42 2.19 63.3
16 1 42 423 3.22 47.1
17 1 28 40 1.54 105
18 1 36 335 3.56 80.8
19 2 27 449 3.15 47.2
20 1 30 324 3.22 54.5
21 1 33 45 2.75 78.8
22 1 30 303 3.81 41.6
23 2 33 403 3.06 39.2
24 2 49 252 13.34 39.2
25 2 27 278 13.74 15.9
26 2 33 358 3.26 5.9
27 2 27 322 3.31 49.9
28 2 33 482 3.56 16.7
29 2 37 581 5.72 5.42
30 2 32 282 1.88 51.6
31 2 30 396 3.71 36
32 2 30 324 3.22 54.5
33 2 30 303 311 64.1
34 2 27 360 3.49 50
35 2 49 252 2.43 93.2
36 2 37 581 5.72 54.2
37 2 27 278 3.74 59.1
38 2 33 482 3.56 67.1
39 2 30 324 3.22 55.4
40 2 27 322 3.31 94.9
41 2 33 403 3.02 39.2
42 2 33 358 2.06 50.9
43 2 40 537 5.44 39.6




63

44 2 41 539 6.34 56.1
45 2 20 262 3.65 64.3
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2.1 Data Deskriptif Usia, Kadar FM, Aktivitas MP pada Pasien AIHA dengan Kadar

Fibrinogen Normal dan Tinggi

Descriptives

Statistic Std. Error
Mean 30.3158 1.44702
95% Confidence Interval for Lower Bound 27.2757
Mean Upper Bound 33.3559
5% Trimmed Mean 29.8509
Median 30.0000
Variance 39.784
Usia AIHA Fibrinogen Tinggi Std. Deviation 6.30743
Minimum 20.00
Maximum 49.00
Range 29.00
Interquartile Range 6.00
Skewness 1.195 .524
Kurtosis 3.736 1.014
Mean 35.1579 1.19272
95% Confidence Interval for Lower Bound 32.6521
Mean Upper Bound 37.6637
5% Trimmed Mean 34.8421
Median 33.0000
Usia AIHA Fibrinogen Variance 21.029
Normal Std. Deviation 5.19897
Minimum 27.00
Maximum 49.00
Range 22.00
Interquartile Range 5.00
Skewness .928 .524
Kurtosis 1.725 1.014
Kadar FM AIHA Fibrinogen  Mean 5.4721 .73285
Tinggi Lower Bound 3.9324
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Kadar FM AIHA Fibringen

Normal

Aktivitas MP AIHA
Fibrinogen Tinggi

Aktivitas MP AIHA

Fibrinnogen Normal

95% Confidence Interval for

Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound
Mean Upper Bound
5% Trimmed Mean

Median

Variance

Std. Deviation

Minimum

Maximum

Range

Interquartile Range

Skewness

Kurtosis

Mean

95% Confidence Interval for Lower Bound

Mean Upper Bound

7.0118

5.1879
4.3300
10.204
3.19442
2.32
13.74
11.42
3.19
1.806
3.004
3.5537
2.9752
41321
3.4819
3.2200
1.440
1.20015
2.06
6.34
4.28

.54
1.515
1.782
61.9332
45.8053
78.0610
60.1802
53.1000
1119.662
33.46136
5.42
150.00
144.58
39.60
1.133
1.754
95.9379

75.3849
116.4909

64

.524
1.014
.27533

.524
1.014
7.67656

.524
1.014
9.78286




65

= 5% Trimmed Mean 96.8365
= Median 114.7000
o, |
e Variance 1818.383
—
o Std. Deviation 42.64250
T}
“ Minimum 16.70
o
[ Maximum 159.00
=
e Range 142.30
Interquartile Range 64.90
Skewness -.688 524
Kurtosis -.658 1.014

2.2 Hasil Uji Normalitas Usia, Kadar FM, Aktivitas MP pada Pasien AIHA dengan

Kadar Fibrinogen Normal dan Tinggi

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Usia AIHA Fibrinogen Tinggi .204 19 .036 .873 19 .016
Usia AIHA Fibrinogen
.187 19 .078 .910 19 .074
Normal
Kadar FM AIHA Fibrinogen
o .214 19 .022 a77 19 .001
Tinggi
Kadar FM AIHA Fibringen
.337 19 .000 .785 19 .001
Normal
Aktivitas MP AIHA
o S .219 19 .017 .908 19 .068
Fibrinogen Tinggi
Aktivitas MP AIHA
.248 19 .003 .906 19 .062
Fibrinnogen Normal

a. Lilliefors Significance Correction
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‘(-é 2.3 Hasil Uji Beda Usia, Kadar FM, Aktivitas MP pada Pasien AIHA dengan Kadar
== Fibrinogen Normal dan Tinggi
—
—
o
— Hypothesis Test Summary
“
— Mull Hypothesis Test Sig. Decision
|
(=5 ] Independent ]
= 4 The distribution of Usia is the samep o P == ses otain the
across categories of Do Wihitney U : hypothesis.
Test
Independeant :
The distribution of Kadar FM is the >2mPles IR
2 - hdann- 002 null
zame across ¢ategories of Do Wihitney U hypothesis
Teast
Independeant :
The distribution of Aktivitas MP is omPles IR
= the same across categories of D ity 011
g © Whitney U hypothesis.
Tast

Aesymptotic significances are displayed. The significance level is 05,

2.4 Hasil Uji Kadar FM, Aktivitas MP dengan Kadar Fibrinogen Normal dan Tinggi

pada Pasien AIHA

Correlations

Fibl FM1 PPL1
Correlation Coefficient 1.000 545" -.515"
Fibl  Sig. (2-tailed) . .000 .000
N 45 45 45
Correlation Coefficient 545" 1.000 -.443"
Spearman's rho FM1 Sig. (2-tailed) .000 . .002
N 45 45 45
Correlation Coefficient -.515" -.443" 1.000
PPL1  Sig. (2-tailed) .000 .002
N 45 45 45

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

Lampiran 3. Etik Penelitian




