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ABSTRAK

Latar belakang: Diabetes nefropati merupakan komplikasi microvaskular
tersering pada diabetes melitus. Hiperglikemia tidak terkontrol tidak selalu menjadi
faktor risiko kejadian DN. Faktor genetik dapat terkait terhadap kejadian DN.
Variasi genetik menyebabkan kadar protein VEGF penderita DM kelebihan
produksi, akhirnya mengganggu cross-talk podosit dan sel endotel dan kerusakan
endotel menyebabkan DN. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui hubungan
polimorfisme vascular endothelial growth factor (VEGF) sebagai faktor risiko
kejadian diabetes nefropati pada pasien diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan
kendali glukosa darah.

Metode: Penelitian ini adalah penelitian analitik kategorik dengan pendekatan
laboratorium dan desain penelitian case-control. Sampel berupa DNA pasien
DMT2 yang telah diekstraksi sebelumnya dan dilakukan terhadap 48 pasien terdiri
dari 24 orang pasien DM dengan DN dan 24 orang pasien DM tanpa DN pada etnis
Melayu-Jambi. Penilaian genotip, digunakan metode tetra ARMS-PCR terhadap
gen VEGF-A rs699947 C/A.

Hasil: Hasil Ditemukan bahwa pada pasien dengan genotip AC (p-value=0,581 ;
OOR 95% CI: 1,543 (0,329-7,226) memiliki risiko lebih tinggi daripada pasien
dengan genotip AA.

Kesimpulan: Varian genetik VEGF rs699947 C/A tidak memiliki hubungan
sebagai faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada pasien diabetes mellitus tipe

2 dengan kegagalan kendali glukosa darah.

Kata Kunci: Nefropati diabetik, VEGF, Variasi Genetik, Melayu-Jambi, Indonesia
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ABSTRACT

Background: Diabetic Nephropathy is the common microvascular complication in
diabetes mellitus. Uncontrolled hyperglycemia is not always a risk factor for DN.
Genetik factors may be related to the occurrence of DN. Genetik variation causes
VEGF protein levels in DM sufferers to overproduce, eventually disrupting the
cross-talk of podocytes and endothelial cells and causing endothelial damage to
DN. The aim of this study was to determine the relationship between vascular
endothelial growth factor (VEGF) polymorphism as a risk factor for diabetic
nephropathy in patients with type 2 diabetes mellitus and failure to control blood
glucose.

Methods: This research was design with categorical analytical research with a
laboratory category and a case-control. Samples were DNA from DMT?2 patients
that had been previously extracted and carried out on 48 patients consisting of 24
DM patients with DN and 24 DM patients without DN in Malay-Jambi ethnicity.
For genotypic assessment, the tetra ARMS-PCR method was used for the VEGF-A
rs699947 C/A gene.

Results: Results It was found that patients with AC genotype (p-value=0.581 ;
OOR 95% CI: 1.543 (0.329-7.226) had a higher risk than patients with AA
genotype.

Conclusion: The VEGF rs699947 C/A genetik variant has no association as a risk
factor for diabetic nephropathy in patients with type 2 diabetes mellitus with failure
to control blood glucose

Keywords: Diabetic nephropathy, VEGF, Genetik Variation, Malay-Jambi,
Indonesia
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Diabetes mellitus tipe 2 (DMT2) adalah penyakit metabolik kronis
multifaktorial yang ditandai dengan hiperglikemia postprandial yang menyebabkan
komplikasi makrovaskular dan mikrovaskular dalam jangka panjang. Komplikasi
mikrovaskuler yang paling sering terjadi adalah diabetes nefropati (DN) dan
diabetes retinopati (DR).! Diabetes nefropati merupakan salah satu pemicu
peningkat resiko kematian, baik dengan atau tanpa komplikasi lainnya.?

Pada pasien diabetes, sel endotel akan menurunkan regulasi transpor glukosa
sebagai respon terhadap glukosa darah yang tinggi yang menyebabkan penghasilan
glukosa intraseluler yang berlebihan, yang dapat memicu terjadinya generasi
mediator patogen yang berkontribusi pada perkembangan komplikasi diabetes,
yaitu Diabetes Nefropati.® Kejadian terjadinya kegagalan pengendalian gula darah
pasien DMT2 yang menunjukkan kejadian hiperglikemia pada akhirnya
menunjukkan kerusakan pada ginjal. Kadar glukosa menjadi beban yang tinggi
mengakibatkan konsentrasi dari natrium Klorida dan reabsorbsi glukosa
menunjukkan peningkatan di tubulus proksimal dan berakibat terjadinya
pengurangan konsentrasi natrium klorida di tubulus distal dan makula densa. Hal
ini menyebabkan terjadinya dilatasi serta vasokonstriksi arteriol aferen.*®

Dalam berbagai studi epidemiologi menunjukkan bahwa kendali faktor
lingkungan seperti gaya hidup, tekanan darah dan kadar glukosa plasma tidak selalu
dapat mencegah kejadian DN. Keadaan hiperglikemia dengan kontrol yang baik
dan sebaliknya tidak selamanya menjadi salah satu faktor risiko terjadinya kejadian
DN. Hal tersebut dikaitkan dengan pengaruh faktor genetik terhadap kejadian DN.

Dalam sebuah studi meta-analisis oleh Moyart AL telah mengidentifikasi 24
varian genetik dalam 16 gen yang memiliki hubungan dengan diabetes nefropati
yang diantaranya adalah Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF).®



VEGF diekspresikan terutama oleh podosit glomerulus. Kelebihan protein
VEGF dapat mengikat reseptor spesifik pada sel endotel kapiler glomerulus,
menyebabkan peningkatan permeabilitas glomerulus dan ultrafiltrasi. Kelebihan
produksi VEGF, mengganggu cross-talk antara podosit dan sel endotel dan
memperburuk kerusakan endotel yang ada.’”® Kelebihan produksi VEGF ini dapat
menyebabkan lebih banyak kehilangan podosit pada tahap akhir yang menyebabkan
glomerulosklerosis, atrofi tubular dan peningkatan proteinuria lebih lanjut yang
dikenal sebagai DN.

VEGF-A merupakan salah satu varian VEGF yang paling sering dikaitkan
dengan kejadian DN. Kelebihan podosit VEGF-A yang diinduksi hiperglikemia
kronis dan oksida nitrat endotel yang rendah akan mendorong perkembangan
kejadian DN.°

Varian genetik VEGF-A SNP (rs699947) menyebabkan Kadar protein
VEGF pada penderita DM dengan komplikasi akan cenderung menurun karena
fibroblas diabetik tidak dapat meningkatkan produksi VEGF pada kadar normal
sebagai respon terhadap kondisi hipoksia. Hal ini menyebabkan proses fisiologis
yang akhirnya memberikan keadaan kadar VEGF meningkat untuk menyesuaikan
kebutuhan yang ada. Hipoksia jangka panjang yang mempengaruhi isoform pro-
angiogenik VEGF A 164 dan isoform dis-angiogenik 120 dan 188 mengakibatkan
kerusakan struktur pembuluh darah ginjal yang mengarah pada situasi patologis
pada sel epitel tubular yang merujuk pada kejadian DN.°

Dalam sebuah studi menyatakan bahwa VEGF-A SNP (rs699947) dengan
frekuensi alel A memiliki risiko lebih tinggi daripada alel C dalam menyebabkan
kejadian DN.° Sebuah studi di Cina menunjukkan efek perlindungan dari individu
yang membawa alel C pada kejadian retinopati diabetik terkait dengan kadar
albumin, HbAlc dan insulin. Dalam sebuah penelitian di China, ditemukan adanya
hubungan antara variasi genetik VEGF-2578C/A (rs699947) dengan terjadinya
komplikasi mikrovaskular.!

Sebuah studi cross-sectional menyatakan bahawa hubungan varian genetik
VEGF SNP (rs699947) berpengaruh dalam menyebabkan terjadinya komplikasi

dari diabetes mellitus tipe 2 menuju komplikasi mikrovaskular.*



Terdapat studi yang dilakukan pada populasi Cina, Jepang, irlandia Eropa
telah dilakukan penelitian hubungan antara penyakit yang berhubungan dengan
kejadian DN dengan variasi genetik VEGF dan memiliki hasil bahwa didapatkan
hubungan yang berarti terhadap variasi genetik tersebut.!.1213

Hal yang berbeda ditemukan pada penelitian yang dilakukan pada populasi
populasi Asia Timur, Amerika Serikat, Korea dan Turki tidak ditemukan hubungan
yang pasti terhadap variasi genetik VEGF rs699947 dengan kejadian penyakit
DN.14’15

Berdasarkan uraian di atas maka peneliti memiliki ketertarikan dalam
melakukan penelitian yang berjudul “Hubungan Polimorfisme Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) Sebagai Faktor Risiko Kejadian Diabetes
Nefropati Pada Pasien Diabetes Mellitus Tipe 2 Dengan Kegagalan Kendali
Glukosa Darah”.

1.2. Rumusan Masalah
1. Bagaimana distribusi frekuensi polimorfisme vascular endothelial growth
factor (VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada pasien
diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali glukosa darah?
2. Bagaimana hubungan polimorfisme vascular endothelial growth factor
(VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada pasien

diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali glukosa darah?

1.3.  Tujuan Penelitian

1.3.1 Tujuan Umum
1. Mengetahui hubungan polimorfisme vascular endothelial growth factor
(VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada pasien

diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali glukosa darah

1.3.2 Tujuan Khusus
1. Mengetahui distribusi frekuensi hubungan polimorfisme vascular

endothelial growth factor (VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes
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1.4.2

nefropati pada pasien diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali
glukosa darah.

Membuktikan hubungan polimorfisme vascular endothelial growth factor
(VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada pasien
diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali glukosa darah.

Manfaat Penelitian

Bagi Peneliti

Peneliti dapat memahami hubungan polimorfisme vascular endothelial
growth factor (VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada
pasien diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali glukosa darah.
Peneliti dapat mempraktikan, mengasah dan mengembangkan ilmu yang
telah dipelajari di Fakultas Kedokteran dan Illmu Kesehatan Universitas
Jambi.

Menjadi syarat penulis untuk menyelesaikan pendidikan di Fakultas

Kedokteran dan lImu Kesehatan Universitas Jambi.

Bagi Institusi

Memberikan informasi mengenai hubungan polimorfisme vascular
endothelial growth factor (VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes
nefropati pada pasien diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali
glukosa darah.

Hasil penelitian diharapkan dapat digunakan sebagai data dasar untuk
penelitian lebih lanjut dan juga dapat dipakai sebagai bahan acuan untuk
melakukan penelitian mengenai hubungan polimorfisme vascular
endothelial growth factor (VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes
nefropati pada pasien diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali
glukosa darah sehingga dapat menjadi tambahan kajian dan referensi.

Hasil penelitian ini dapat sebagai arsip yang disimpan di perpustakaan
FKIK UNJA untuk menambah pengetahuan mahasiswa mengenai

hubungan polimorfisme vascular endothelial growth factor (VEGF) sebagai
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faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada pasien diabetes mellitus tipe

2 dengan kegagalan kendali glukosa darah

Bagi Masyarakat

Memberikan informasi kepada subjek penelitian dan masyarakat luas
mengenai hubungan polimorfisme vascular endothelial growth factor
(VEGF) sebagai faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada pasien
diabetes mellitus tipe 2 dengan kegagalan kendali glukosa darah.
Memberikan informasi bahwa faktor gen dapat menyebabkan terjadinya

kejadian Diabetes Nefropati.



BAB Il
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Diabetes Nefropati

2.1.1 Definisi

Diabetes mellitus merupakan penyebab utama dari morbiditas dan
mortalitas di seluruh dunia. Penyakit ginjal kronis akibat dari diabetes mellitus,
disebut juga sebagai diabetes nefropati (DN), menyumbang lebih 40% penyakit
ginjal stadium akhir (ESRD) Hal tersebut juga menjadi prediktor yang kuat pada
penyakit kardiovaskuler dan berhubungan dengan mortalitas. Di antara pasien
dengan diabetes mellitus tipe 1, prevalensinya berada di angka 40%. 10 tahun
setelah terdiagnosis dari diabetes mellitus tipe 2, pasien dengan DN berkisar 25%.
Prevalensi dunia dari diabetes mellitus sangat cepat meningkat, sehingga membuat
DM menjadi salah kontributor yang signifikan pada peningkatan biaya kesehatan.
16

Diabetes Nefropati dalam prosesnya dibagi menjadi lima tahapan
berdasarkan perubahan kecepatan filtrasi glomerulus dan ekskresi albumin pada
urin. Hal ini berawal dari filtrasi glomerulus yang berlebihan yang menyebabkan
terjadinya hiperglikemia. Pada tahap ini ciri histologi mengalami keabnormalan
tanpa ada gejala klinis. Pada tahap ketiga adalah awal dari stadium nefropati yang
mengakibatkan kehilangan albumin urin (30-300 mg/hari) dan tahap keempat
ditandai dengan terjadinya proteinuria (>300 mg/hari). Tahap kelima merupakan

tahap akhir penyakit ginjal yang membutuhkan terapi berupa transplantasi.

2.1.2 Epidemiologi

Diabetes Nefropati merupakan hal yang sangat umum di seluruh dunia.
Dalam beberapa perkembangan DN pada pasien dengan diabetes dilaporkan
sekitar 1,75 (95% CI: 1,62 — 1,89). Dalam Sebuah studi cross-sectional dari
program manajemen penilaian risiko di Cina ditemukan 38,8% prevalensi DM pada
15856 pasien dengan diabetes. Sebuah studi berbasis populasi melaporkan

bahwa 2,9% prevalensi DN di antara penduduk pedesaan Cina. Sebuah studi yang



dilakukan oleh kelompok ditemukan 34,4% prevalensi DN di India. Sebuah studi
multisenter dari India melaporkan prevalensi gabungan diabetes-DN sekitar 62,3%.
Demikian pula, sebuah studi berbasis populasi dari Uni Emirat Arab menemukan
11,4% insiden kumulatif DN setelah tindak lanjut dari 9 tahun. Tingkat prevalensi
tertinggi diabetes mellitus (DM) dan CKD-DM diamati di antara orang tua di
wilayah Mediterania timur. Studi manajemen data klinis diabetes di Jepang
mengungkapkan terdapat 15,3% pasien DMT2 memiliki eGFR yang rendah.
Temuan studi diabetes prospektif Inggris (UK) yang menggabungkan 4006 pasien
DMT2 mengungkapkan bahwa 28% pasien mengalami gangguan ginjal setelah
rata-rata tindak lanjut 15 tahun. Prevalensi DN pada populasi Amerika Serikat (AS)
ditemukan 2,2% menurut analisis cross-sectional dari survei pemeriksaan
kesehatan dan gizi nasional ketiga. Ini juga menyatakan bahwa prevalensi DN di
AS meningkat sebanding dengan prevalensi diabetes seperti yang diamati 1988-
2008.Y

Penyakit ginjal diabetik akan menimbulkan beban ekonomi yang berat,
tidak hanya untuk pengobatan ESRD tetapi juga karena komplikasi makrovaskular
terkait dari DN. Biaya tahunan pengobatan ESRD pada pasien dengan diabetes tipe
2 di AS diperkirakan USD 39,35 miliar pada 2010, meningkat dari USD 16,74
miliar pada 1998. Di negara maju, kelompok etnis tertentu termasuk penduduk asli
Amerika, Afrika-Amerika dan penduduk asli Australia memiliki prevalensi ESRD
yang lebih tinggi karena diabetes. Kekhawatirannya adalah bahwa negara-negara
dan minoritas yang paling terkena dampak epidemi DN akan menjadi yang paling

tidak mampu menanggung biayanya.*®



2.1.3 Klasifikasi

Diabetes dapat diklasifikasikan menjadi dua berdasarkan lesi yang terjadi

pada glomerulus dan lesi sistem interstitial dan vaskular.*®

Tabel 2. 1 Diabetes Nefropati dibagi menjadi empat lesi glomerulus®®

Tingkatan Deskripsi dan Kriteria

Perubahan ringan atau tidak spesifik pada mikroskop cahaya dan
penebalan GBM yang sesuai dibuktikan dengan mikroskop elektron:
GBM > 395 nm (perempuan), GBM > 430 nm (pria)

Ila

Ekspansi mesangial ringan pada >25% dari mesangium yang
diamati; area proliferasi mesangial < area rongga kapiler.

b

Ekspansi mesangial yang parah pada> 25% dari mesangium yang
diamati. Area proliferasi mesangial < area rongga kapiler.

Setidaknya satu sklerosis nodular yang meyakinkan (lesi
Kimmelstiel-Wilson).

Glomerulosklerosis diabetik lanjut pada >50% glomerulus

Tabel 2. 2 Sistem penilaian terpisah untuk lesi interstisial dan vaskular DN*®

Lesi

Kriteria Nilai

Lesi

Tanpa IFTA 0

tubulointerstitial IFTA <25%

25% < IFTA <50%
IFTA >50%

Inflamasi interstitial  Tidak ada

Berhubungan dengan IFTA
Dalam satu area tanpa IFTA

Satu hialin arteriol
Lebih dari satu hialin arteriol

Arteriosclerosi Tidak ada penebalan intima yang diamati

Penebalan intima kurang dari ketebalan media
Penebalan intima lebih dari ketebalan media

1
2
3
0
1
2
Hialinosis Arteriolar Tidak ada 0
1
2
0
1
2

2.1.4 Faktor Risiko

Terdapat berbagai macam faktor risiko yang merujuk dalam perkembangan

diabetes nefropati. Faktor risiko ini dibagi menjadi dua, yaitu faktor risiko yang

dapat dimodifikasi dan faktor resiko yang tidak dapat dimodifikasi.?
1. Faktor Risiko Yang Dapat Dimodifikasi

e Kontrol gula darah yang buruk



e Hipertensi
e Dislipidemia
e Aktivitas fisik yang rendah
e Obesitas
e Merokok
* Resistensi insulin atau sindrom metabolik
0. Faktor Risiko Yang Tidak Dapat Di Modifikasi
e Bertambahnya usia
e Usia muda dengan diabetes mellitus
e Durasi diabetes mellitus yang lama
e Faktor genetik
e Etnis (American Indian, Asian)
e Riwayat keluarga dengan diabetes nefropati, diabetes mellitus tipe 2,

penyakit ginjal kronis non diabetes, hipertensi atau resistensi insulin

2.1.5 Patologi

Penebalan membran basal glomerulus (GBM) adalah salah satu perubahan
terukur paling awal pada DN. Ini hasil dari penumpukan komponen matriks
ekstraseluler seperti kolagen tipe 1V, laminin, dan nidogen/entactin di lamina rara
interna GBM. Deposisi lebih lanjut di lapisan lain dari GBM terjadi dengan
perkembangan penyakit, mengakibatkan hampir dua kali lipat dari ukuran normal.
Sejalan dengan itu, terjadi perubahan sifat GBM dengan peralihan dari (ubiquitous)
al(IV) and 02(IV) rantai kolagen a3(IV) and o4(IV) .Transisi ini kemungkinan
mempengaruhi kualitas komposisi GBM dan dapat menjelaskan, setidaknya
sebagian, korelasi ketebalan GBM dengan sifat fungsionalnya seperti “kebocoran”
makromolekul atau tingkat proteinuria.?

Lesi ciri lain dari DN adalah perluasan mesangium. Hal ini sebagian besar
disebabkan oleh peningkatan deposisi komponen matriks mesangial ekstraseluler
dan hanya sedikit karena proliferasi sel mesangial. Memang hanya ada peningkatan
yang sangat sederhana dan terbatas pada jumlah sel per glomerulus sejak dini, dan

seiring kemajuan DN. Secara umum, ekspansi mesangial secara difus seragam di
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dalam glomerulus. Namun, deposit nodular dapat terbentuk dan merupakan lesi
Kimmelstiel-Wilson yang patognomonik. Ini berkembang karena ekspansi
berkelanjutan atau mesangiolisis dan pembentukan aneurisma kapiler, dan
ditemukan pada 25% pasien diabetes pada pemeriksaan postmortem. Saat deposisi
kolagen berlangsung dengan DN yang berkelanjutan, glomerulosklerosis terjadi
kemudian dan menyebabkan jaringan parut pada glomeruli.?*

Efek pada pembuluh darah ginjal penting untuk akumulasi bahan asam-
Schiff (PAS)-positif periodik di sekitar ole arteri aferen dan eferen, yang disebut
sebagai hyalinosis arteriolar. Deposisi bahan serupa di ruang subendotel kapiler
glomerulus disebut sebagai topi hialin. Ini, bersama dengan tetes kapsul (bahan
hialin di bawah sel epitel parietal kapsula Bowman), merupakan lesi eksudatif
DN. 2

Penebalan membran basal tubular berkembang secara paralel dengan GBM.
Lebar salah satu dari berkorelasi kuat dengan derajat hiperglikemia pada diabetes
tipe 1.derajat ringan dengan beberapa perekrutan makrofag dapat terlihat. Fibrosis
interstisial progresif dan atrofi tubulus mencerminkan DN lanjut dan perkembangan
menuju ESRD. Faktanya, derajat fibrosis tubulointerstitial berkorelasi kuat dengan
penurunan progresif GFR.?!

Baru-baru ini, klasifikasi baru patologi DN diperkenalkan atas nama Renal
Pathology Society. Hal ini dapat membantu penentuan stadium nefropati
berdasarkan derajat patologi glomerulus, dengan sistem penilaian terpisah untuk
lesi tubulus dan vaskular. Namun, deskripsi klasik DN sebagian besar didasarkan
pada patologi glomerulus ginjal pada diabetes tipe 1. Sementara pasien dengan
diabetes tipe 2 dan DN (T2DN) telah ditemukan memiliki perubahan glomerulus
nomonik yang sama, gambaran patologis keseluruhan dalam glomerulus dan di
kompartemen ginjal yang berbeda pada pasien ini lebih heterogen. Pada pasien
T2DN dengan diabetes tipe 1. Namun, seperti patologi ginjal, DN pada diabetes
tipe 2 adalah penyakit yang lebih heterogen, dengan derajat variabel
glomerulosklerosis, fibrosis interstitial tubulin, dan vaskulopati. Selain itu, karena
peningkatan mortalitas kardiovaskular, banyak pasien diabetes tipe 2 meninggal

sebelum mereka berkembang menjadi ESRD.?*
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2.1.6 Diagnosis
1. Manifestasi klinis

Ciri khas DN adalah albuminuria persisten (kategori A3, sangat meningkat),
dengan retinopati yang ada bersama dan tidak ada bukti penyakit ginjal alternatif.
Pada DMT1, definisi ini sangat spesifik, yaitu jika ciri-ciri ini ada maka gambaran
histologisnya hampir pasti adalah glomerulopati diabetik. Jarang DN
bermanifestasi pada orang dengan DMT1 dalam 10 tahun pertama setelah
diagnosis, tetapi antara 10 dan 20 tahun kejadian DN adalah sekitar 3% per tahun.
Secara keseluruhan, sekitar 15% orang dengan DMT1 memiliki albuminuria berat
(A3) dan 15% lainnya menunjukkan albuminuria sedang (A2). Setelah 20 tahun,
angka kejadian menurun sehingga orang dengan fungsi ginjal normal dan ekskresi
albumin urin normal setelah 30 tahun DM T1 memiliki risiko lebih rendah terkena
DN. Oleh karena itu, risiko pengembangan DN bervariasi antara individu dan tidak
hanya tergantung pada durasi DMT1, tetapi juga dipengaruhi oleh faktor lain,
seperti kontrol glikemik, tekanan darah dan kerentanan genetik.??

DMT2 menyumbang 90% dari diabetes secara global, sehingga mayoritas
orang yang mengembangkan DN melakukannya karena DMT2. Epidemiologi DN
pada DMT2 menunjukkan lebih banyak variasi daripada DMT1, dengan tingkat
prevalensi yang dilaporkan lebih luas di berbagai negara dan kelompok etnis.
Sebagai contoh, sebuah studi cross-sectional yang secara acak menyaring 28.538
orang dari 33 negara yang memiliki DMT?2 tetapi tanpa penyakit ginjal yang
diketahui melaporkan bahwa tingkat prevalensi albuminuria adalah sepertiga lebih
tinggi pada kelompok Asia dan Hispanik (55%) dibandingkan dengan patologi.?32*

DN yang terjadi tanpa retinopati yang menyertai sebanyak sepertiga kasus,
sebuah skenario yang jauh lebih umum pada DMT2 dibandingkan dengan DMT1.%
Selain itu, sementara adanya albuminuria persisten dengan retinopati yang
menyertai pada DMT2 menunjukkan DN pada sebagian besar kasus, hal ini tidak
selalu demikian. Studi biopsi prospektif DMT2 di mana biopsi ginjal diambil untuk
penelitian (berlawanan dengan alasan klinis yang menimbulkan bias seleksi dan
meningkatkan risiko menemukan diagnosis alternatif telah melaporkan bahwa

sebagian kecil (<10%) dari mereka dengan keduanya parah (A3) albuminuria dan
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retinopati memiliki bentuk penyakit ginjal non-diabetes. Namun, ini belum menjadi
temuan universal, dengan penelitian lain melaporkan spesifisitas 100% untuk
kombinasi albuminuria parah (A3) dan retinopati untuk memprediksi penampilan
histologis klasik DN. Beberapa variasi ini mungkin mencerminkan perbedaan
epidemiologi DN pada DMT2 pada populasi yang berbeda, tetapi desain studi,
praktik biopsi dan ukuran sampel studi yang umumnya kecil di mana biopsi ginjal
dilakukan juga dapat berkontribusi. Yang lebih penting adalah apresiasi yang
berkembang dari spektrum yang lebih luas dari patologi ginjal yang mendasari
DN pada DMT2%, Dalam satu penelitian terhadap 52 pasien dengan DMT2 dan
gambaran Kklinis DN (ekskresi protein urin 900-9200 mg/24 jam, kreatinin serum
80-796 moL/L [0,9-9 mg/dL], tidak ada data tentang retinopati), ginjal temuan
biopsi bervariasi dengan glomerulopati diabetik klasik (36,5%), terutama
perubahan iskemik (30,8%) dan penyakit glomerulus lain yang ditumpangkan pada
DN (32,7%). Temuan serupa dilaporkan pada 34 orang dengan DMT2 dan
albuminuria sedang (A2), di mana perubahan diabetes terlihat pada 10 biopsi
(29,4%), perubahan iskemik/fibrotik pada 14 (41,2%) dan patologi minimal
dilaporkan pada sisanya 10 (29,4%).%
2. Gambaran Histologis

Biopsi ginjal digunakan untuk membuat diagnosis hanya pada sebagian kecil
kasus DN, tetapi gambaran histologis yang khas dijelaskan dalam sistem klasifikasi
internasional. Kelas | sampai IV masing-masing ditandai dengan penebalan
membran basal glomerulus, perluasan mesangial, sklerosis nodular (lesi
Kimmelstiel-Wilson) dan glomerulosklerosis berat. Selain fitur glomerulus yang
khas ini, fibrosis interstisial dan atrofi tubulus (IFTA), fibrosis interstisial,
hyalinosis arteriol, dan arteriosklerosis juga sering ditemukan 2

3. Skrining

DKD (Diabetic Kidney Disease) biasanya tidak menimbulkan gejala, jadi
pedoman dari kelompok ADA dan KDIGO merekomendasikan bahwa semua orang
dengan diabetes harus memiliki fungsi ginjal dan albuminuria yang diukur saat
diagnosis dan setelahnya setiap tahun pada DMT2; di DMTL, ini bisa dimulai dari

5 tahun setelah diagnosis.?® Albuminuria paling baik dinilai menggunakan
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pengukuran ACR pada sampel urin spot (idealnya sampel pagi hari); pengumpulan
urin berjangka waktu atau 24 jam untuk mengukur ekskresi albumin juga tepat
meskipun kurang nyaman dan lebih rentan terhadap kesalahan pengumpulan.
Fungsi ginjal harus dinilai menggunakan perhitungan eGFR serum-kreatinin
(persamaan CKD-EPI direkomendasikan karena kinerjanya yang unggul dalam
kisaran eGFR 60-90 mL/menit/1,73 m?).

4. Konfirmasi Kelainan Persisten

Jika penurunan eGFR atau peningkatan albuminuria terdeteksi, ini harus
dikonfirmasi pada pengujian ulang selama 3 sampai 6 bulan, minimal dua tingkat
ACR yang meningkat lebih dari 3 bulan diperlukan sebelum seseorang dianggap
mengalami peningkatan albuminuria. Ini untuk membedakan dari perubahan
sementara serta untuk memperhitungkan variasi intra-individu yang terlihat di
ACR. Demikian pula, dua nilai eGFR di bawah 60 mL/menit/1,73 m?setidaknya 90
hari terpisah diperlukan untuk membuat diagnosis CKD. 28

5. Diagnosis Klinis

Pada DMT1, diagnosis Kklinis DKD dapat ditegakkan bila terdapat
albuminuria sedang (A2) atau berat (A3) yang menetap atau penurunan eGFR yang
menetap hingga <60 mL/menit/1,73 m2terjadi setidaknya 5 tahun setelah onset
diabetes.% kasus, retinopati diabetik juga akan hadir, dan seharusnya tidak ada
saran klinis penyakit ginjal alternatif. Albuminuria tidak diperlukan untuk membuat
diagnosis DKD dalam pengaturan eGFR yang terus berkurang, tetapi skenario
Klinis ini harus segera mempertimbangkan bentuk lain dari penyakit ginjal non-
albuminuria, seperti halnya albuminuria tanpa adanya retinopati.?’

Pada DMT2, diagnosis klinis dapat lebih menantang karena peningkatan
heterogenitas presentasi klinis, meskipun prinsip yang sama dari albuminuria
persisten atau penurunan eGFR yang persisten berlaku.Albuminuria tidak harus
ada untuk membuat diagnosis DKD asalkan eGFR terus-menerus <60
mL/menit/1,73m2. Durasi diabetes yang lebih lama dan adanya retinopati
merupakan petunjuk penting menuju diagnosis saat gejala tersebut muncul, tetapi
durasi diabetes yang singkat atau tidak adanya retinopati tidak berguna untuk

menyingkirkan DKD pada DMT2. Oleh karena itu penting untuk mengevaluasi
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fitur yang mungkin menunjukkan bentuk alternatif penyakit ginjal dan melanjutkan
ke biopsi ginjal ketika ada ketidakpastian diagnostik.?”
6. Diagnosis banding DN

Nefropati iskemik. Disarankan oleh penyakit vaskular di tempat lain,
riwayat merokok, hipertensi, penyakit aorta atau ginjal asimetris pada USG
ginjal.beberapa faktor risiko nefropati iskemik sangat umum.?°

Penyakit ginjal terkait disproteinemia. Ada berbagai penyakit ginjal yang
berhubungan dengan disproteinemia yang awalnya diskrining dengan elektroforesis
serum dan uji rantai ringan bebas serum. Ini termasuk monoclonal gammopathy of
renal significance, yang didefinisikan sebagai gangguan proliferasi klonal yang
menghasilkan imunoglobulin monoklonal nefrotoksik, tetapi tidak memenuhi
kriteria pengobatan untuk keganasan hematologis tertentu.?®

Nefritis tubulointerstitial (TIN), klasik terkait dengan eosinofil dan leukosit
urin tetapi dapat muncul dengan sedimen urin normal. TIN sering disebabkan oleh
obat-obatan (misalnya, obat antiinflamasi non steroid, penghambat pompa proton,
antibiotik, diuretik), dan riwayat pengobatan yang cermat untuk menetapkan
hubungan temporal antara inisiasi obat penyebab dan timbulnya penurunan eGFR

dapat berguna. Diagnosis memerlukan biopsi ginjal.?®

2.2. Glukosa Darah

2.2.1 Definisi

Glukosa adalah bahan bakar karbohidrat terpenting dalam tubuh. Dalam
keadaan kenyang, sebagian besar glukosa yang bersirkulasi berasal dari makanan;
dalam keadaan puasa, glukoneogenesis dan glikogenolisis mempertahankan
konsentrasi glukosa. Sangat sedikit glukosa ditemukan dalam makanan sebagai
glukosa; sebagian besar ditemukan dalam karbohidrat yang lebih kompleks yang
dipecah menjadi monosakarida melalui proses pencernaan. Sekitar setengah dari
total karbohidrat dalam makanan berbentuk polisakarida dan sisanya sebagai gula
sederhana. Sekitar dua pertiga gula dalam makanan adalah sukrosa, yang
merupakan disakarida dari glukosa dan fruktosa. Glukosa diklasifikasikan sebagai

monosakarida karena tidak dapat dipecah lebih lanjut dengan hidrolisis.
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Selanjutnya diklasifikasikan sebagai heksosa karena kerangka enam karbonnya dan
sebagai aldosa, karena adanya gugus aldehid pada karbon 1. Gugus aldehid
mengembun dengan gugus hidroksil sehingga glukosa ada sebagai struktur cincin
hemiasetal. Struktur cincin ini menjelaskan banyak reaksi glukosa.*

Ketika 2 jam setelah makan, kadar glukosa darah akan kembali ke rentang
puasa dan merangsang glikogenolisis untuk memenuhi glukosa dalam darah dan
menjadi sumber utama selama 12 jam puasa. Namun, setelah puasa selama 16 jam
pemeliharaan glukosa darah akan diambil alih secara bersama melalui
glikogenolisis dan glukoneogenesis. Setelah 30 jam makan, simpanan cadangan
glukosa di dalam hati akan habis dan mengakibatkan glukoneogenesis menjadi
sumber utama glukosa darah.3!

Biasanya konsentrasi glukosa dalam darah dipertahankan pada konsentrasi
yang relatif stabil dari 80 sampai 120 mg/dl. Sifat pereduksi glukosa yang kuat
membuatnya relatif mudah untuk diukur dan dengan demikian estimasi klinis
glukosa yang bersirkulasi adalah salah satu tes paling awal yang tersedia untuk
dokter. Pengenalan teknologi mikro glukosa oksidase baru-baru ini memungkinkan
pasien untuk mengukur konsentrasi glukosa darahnya sendiri dan tidak diragukan
lagi menjadikan estimasi glukosa darah sebagai tes kimia darah yang paling banyak
digunakan. Pemahaman tentang metode pengukuran glukosa darah akan membantu
dokter untuk menginterpretasikan nilai-nilai dan menghindari jebakan pengujian

yang tidak akurat.3?

2.2.2 Kontrol Glukosa Darah

Penyerapan glukosa ke dalam sel bergantung pada transporter spesifik.
Beberapa memerlukan natrium (Na+) sebagai co-transporter sementara yang lain
tidak. Transpor glukosa yang bergantung pada Na+ menggunakan pompa Na+/K+
ATPase untuk menghasilkan gradien potensial negatif yang mendorong transpor
pasif Na+ ke dalam sel. Gradien ini juga memungkinkan molekul lain, seperti
glukosa, untuk diangkut ke dalam sel melawan gradien konsentrasinya. Secara
khusus, glukosa dalam lumen usus dan tubulus ginjal diserap melalui kotransporter
natrium-glukosa (SGLT). Ekspresi transporter ini dapat berubah tergantung
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kebutuhan glukosa tubuh. Begitu glukosa memasuki sel-sel ini, pengangkut glukosa
independen Na+ membawa glukosa ke dalam darah. Transpor glukosa bebas Na+
mengacu pada transporter khusus yang bervariasi dalam jenis tergantung pada
jaringan tertentu. Pengangkut glukosa tipe 1 (GLUT1) ditemukan di sel darah
merah dan otak dan tidak diatur oleh insulin. GLUT2 ada di epitel usus, hati, ginjal
dan terutama pankreas. Transporter ini diatur oleh hormon yang berbeda untuk
mengontrol kadar glukosa plasma sesuai kebutuhan,33:3435

Kadar glukosa plasma mengalami pengaturan melalui beberapa jalur utama:
glikolisis, glukoneogenesis, dan glikogenesis/glikogenolisis. Insulin dapat
mempengaruhi glikolisis dan glukoneogenesis melalui defosforilasi enzim
fosfofruktokinase-2 (PFK-2), yang meningkatkan kadar fruktosa 2,6-bifosfat (F-
2,6-BP). Molekul ini secara langsung meningkatkan aktivitas enzim PFK-1, yang
mengubah fruktosa-6-fosfat menjadi fruktosa 1, 6-bifosfat dan mengikat glukosa ke
jalur glikolisis dan mengarahkannya menjauh dari glukoneogenesis. Sebaliknya,
glukagon juga mempengaruhi glikolisis dan glukoneogenesis melalui fosforilasi
fruktosa 2,6-bifosfatase, yang menurunkan kadar F-2,6-BP dan selanjutnya,
aktivitas PFK-1. Aktivitas ini mengalihnkan glukosa dari glikolisis dan menuju

glukoneogenesis dan glikogenolisis.6:3738

2.2.3 Kontrol Glukosa Darah Pasien Diabetes Mellitus Tipe 2

Diabetes tipe 2 terjadi pada sebagian besar pasien dengan penambahan berat
badan. Jenis ini memiliki keterkaitan dengan obesitas, disregulasi metabolik
progresif, dan resistensi insulin. Tubuh memproduksi insulin pada diabetes tipe 2,
tetapi sel-selnya kurang sensitif terhadap insulin; karenanya, tingkat insulin yang
lebih tinggi diperlukan untuk merangsang sel untuk mengambil glukosa. Pada
diabetes tipe 2, glukosa tetap tinggi di luar sel yang mengakibatkan sel kelaparan
meskipun kadar glukosa dalam plasma tinggi. Sel beralih ke katabolisme protein
dan asam lemak, yang dapat mengakibatkan peningkatan urea dan keton. Ketika
kadar glukosa tetap tinggi dalam plasma, itu dapat menyebabkan kerusakan osmotik
pada saraf yang mengakibatkan neuropati perifer, mengurangi penyembuhan luka,

meningkatkan peradangan melalui reaksi yang menciptakan stres oksidatif dan
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peradangan dan dimodifikasi menjadi produk glikasi lanjut (AGEs) yang
mempromosikan mikrovaskuler dan komplikasi makrovaskular. Khususnya,
glukosa dapat bereaksi dengan gugus amino protein secara non-enzimatis,
membentuk senyawa seperti fruktosamin, yang mencerminkan tingkat kontrol
glukosa selama 2 minggu. Presentasi klinis meliputi polidipsia, poliuria, penurunan
berat badan dengan polifagia. Oleh karena itu, peningkatan luas glukosa dalam
plasma dapat menyebabkan kerusakan organ yang ireversibel dari waktu ke waktu
dan pengendalian kadar glukosa sangat penting untuk mencegah hasil jangka

panjang ini.3%43

2.3 VEGF

2.3.1 Definisi

VEGF pertama kali dikenali pada tahun 1983 dan diberi nama faktor
vasopermeabilitas (VPF) karena kemampuannya untuk meningkatkan
permeabilitas pembuluh darah terkait tumor. VEGF 50000 kali lipat lebih kuat
daripada histamin dalam menginduksi permeabilitas.*44°

VEGF (juga disebut VEGF-A) adalah faktor angiogenik utama. Ini
mempromosikan migrasi sel endotel, proliferasi, diferensiasi dan kelangsungan
hidup, meningkatkan permeabilitas pembuluh darah dan mengatur vasodilatasi .46
Selain itu, VEGF merangsang kemotaksis monosit dan menginduksi ekspresi
molekul adhesi .4’

VEGF-A (selanjutnya disebut VEGF) adalah anggota pendiri keluarga
faktor pertumbuhan endotel vaskular, yang pada mamalia mencakup empat anggota
lainnya: VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D dan faktor pertumbuhan plasenta (PIGF).
VEGF disambung secara alternatif untuk menghasilkan banyak isoform, dalam dua
keluarga. Penyambungan alternatif ekson 5-7 dari gen VEGF tunggal menghasilkan
isoform dengan aktivitas dan ketersediaan yang berbeda, sedangkan penyambungan
alternatif ekson 8 membentuk dua keluarga yang dilambangkan, VEGFxxx dan
VEGFxxxb (di mana xxx adalah jumlah asam amino). VEGF165 adalah isoform
yang paling dominan dan aktif di ginjal manusia.*® Isoform VEGF murine memiliki

satu asam amino lebih sedikit .*° Isoform VEGFxxx memiliki sifat pro-angiogenik,
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sedangkan varian splice VEGFxxxb memiliki sifat anti-angiogenik 5%°'Yakni,
VEGF165b menghambat angiogenesis yang diinduksi VEGF165 .2 Pada korteks
ginjal dewasa, kedua keluarga isoform berada dalam keseimbangan yang hampir
mutlak, sehingga dapat menjelaskan paradoks VEGF ginjal yang tinggi tetapi tidak
ada angiogenesis .5 Podosit glomerulus adalah jenis sel utama yang menghasilkan
isoform VEGF (VEGFxxx dan VEGFxxxb) di ginjal manusia. VEGF diekspresikan
dalam sel tubulus mesangial dan endotel.>4-5¢

VEGF mengerahkan aktivitas biologisnya melalui pengikatan pada dua
reseptor tirosin kinase spesifik pada permukaan sel. Reseptor ini (VEGFRSs) adalah
VEGFR-1 (FIt-1) dan VEGFR-2 (FIk-1/KDR). Selain itu beberapa reseptor, yang
tidak memiliki aktivitas tirosin kinase, seperti neuropilin (Nrp-1 dan -2) dan
proteoglikan sulfat heparan, bertindak sebagai ko-reseptor yang memperkuat sinyal
VEGF/VEGFR.5"% VEGFR-2 bertanggung jawab atas sebagian besar efek
angiogenik VEGF, sedangkan VEGFR-1 memediasi migrasi sel endotel dan
monosit/makrofag. Varian sambatan VEGFR-1 yang dapat larut telah
diidentifikasi. VEGFR-1 terlarut (sFlt-1) tidak memiliki domain transmembran dan
intraseluler dari VEGFR-1 dan mengatur ketersediaan VEGF bebas.>*%? Pada ginjal
dewasa, reseptor VEGF diekspresikan pada sel mesangial, pada sel endotel
glomerulus dan peritubular, tetapi terutama pada podosit.®3" Faktanya, hanya
VEGFR-2 yang diekspresikan secara in vivo pada prosesus tubuh dan kaki sel

podosit .7

2.3.2 Hubungan Variasi Genetik VEGF Dengan Kejadian Diabetes Nefropati
Pada Pasien Diabetes Mellitus Tipe 2 Dengan Kegagalan Kendali Glukosa
Darah

Kadar VEGF plasma dilaporkan lebih tinggi pada pasien diabetes
dibandingkan pada individu yang sehat. Produksi VEGF dan proliferasi sel lebih
lanjut distimulasi dengan fluktuasi konsentrasi glukosa sekitar dibandingkan
dengan medium glukosa tinggi secara terus-menerus.%88° Sintesis dan sekresi
VEGF dipengaruhi oleh beberapa faktor, termasuk jenis kelamin, hipoksia,

hiperglikemia, merokok, lipid darah, reaksi inflamasi, dan sumbu stres aktif.”
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Di ginjal, VEGF-A diekspresikan terutama oleh podosit glomerulus.
Namun, ini bukan satu-satunya sel yang mengekspresikan glikoprotein, dengan
MRNA VEGF-A juga terdeteksi di tubulus distal (Cooper et al., 1999).”* VEGFR-
2, sebaliknya, diekspresikan oleh sel endotel glomerulus dan oleh sel endotel
kapiler peritubular, serta oleh fibroblas interstitial kortikal dan renomedullary
(Cooper et al., 1999).

VEGF diekspresikan secara berlebihan dalam podosit pada fase awal DN di
bawah pengaruh beberapa mediator (tahap ini mungkin tidak terlihat oleh manusia).
Demikian pula, retinopati diabetik ditandai dengan peningkatan ekspresi VEGF dan
secara khusus dengan peralihan penyambungan dari isoform anti ke pro-
angiogenik. Tingkat VEGFxxx diregulasi dan membanjiri isoform VEGFxxxb pada
mata diabetes yang menyebabkan angiogenesis.5!

Kelebihan protein VEGF dapat mengikat reseptor spesifik pada sel endotel
kapiler glomerulus, menyebabkan peningkatan permeabilitas glomerulus dan
ultrafiltrasi. Perubahan ini dapat terjadi baik secara langsung, melalui kerusakan
endotel kapiler berfenestrasi dan/atau komponen membran dasar, atau secara tidak
langsung melalui induksi awal NO.”%7 kelebihan produksi VEGF, mengganggu
cross-talk antara podosit dan sel endotel dan memperburuk kerusakan endotel yang
ada.”®

Pengurangan podosit mencerminkan penurunan regulasi VEGF ginjal pada
tahap penyakit ini.”* Penurunan VEGF ini bersifat relatif dan tidak absolut karena
podosit yang hidup masih mampu mengekspresikan sitokin secara berlebihan pada
kondisi diabetes . Kelebihan produksi VEGF ini dapat menyebabkan lebih banyak
kehilangan podosit. Ketersediaan NO di medula glomerulus juga berkurang seiring
dengan perkembangan diabetes yang pada akhirnya terjadinya DN. Uncoupling
VEGF-endothelial nitric oxide axis pada tahap akhir menyebabkan
glomerulosklerosis, atrofi tubular dan peningkatan proteinuria lebih lanjut yang

dikenal sebagai DN.7>7¢
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2.3.3. Varian Gen VEGF

VEGF-A rs699947 merupakan variasi genetik dari gen VEGF yang terletak
pada kromosom 6, sekuen basa 43768652 pada sekuen referensi GRCh 6p21.3 atau
pada sekuen basa nukleotida -2578 C/A promotor gen VEGF. Frekuensi alel minor
(MAF) dari SNP ini berkisar dari 0,274.

Polimorfisme nukleotida tunggal VEGF (SNP) rs699947 (-2578C>A)
dilaporkan mengubah status ekspresi gen. Mekanisme hipoksia terkait dengan
isoform VEGF yang mengakibatkan DN dan perkembangan DN selanjutnya
ditentukan pada pentingnya VEGF dalam patofisiologi ginjal. Hipoksia jangka
panjang yang mempengaruhi isoform pro-angiogenik VEGF A 164 dan isoform
dis-angiogenik 120 dan 188 mengakibatkan kerusakan struktur pembuluh darah
ginjal yang mengarah pada situasi patologis pada sel epitel tubular.©

Sebuah studi cross-sectional menyatakan bahawa hubungan varian genetik
VEGF SNP (rs699947) berpengaruh dalam menyebabkan terjadinya komplikasi
dari diabetes mellitus tipe 2. dinyatakan bahwa variasi genetik menyebabkan Kadar
protein VEGF pada penderita DM dengan komplikasi akan cenderung menurun
karena fibroblas diabetik tidak dapat meningkatkan produksi VEGF pada kadar
normal sebagai respon terhadap kondisi hipoksia. Hal ini menyebabkan tubuh
berusaha untuk memperbaiki kadar VEGF ke keadaan normal yang berujung
dengan kegagalan kontrol kadar VEGF yang menyebabkan lonjakan kadar VEGF
yang tinggi. Kadar dan aktivitas VEGF yang tidak normal menyebabkan
terganggunya proses penyembuhan luka ulkus pada ekstremitas terutama
angiogenesis, sehingga fase proliferasi sel dan deposisi matriks juga lebih lambat.
8

Sebuah studi di Cina menunjukkan efek perlindungan dari individu yang
membawa alel C pada kejadian retinopati diabetik terkait dengan kadar albumin,
HbALc dan insulin. Dalam sebuah penelitian di China, ditemukan adanya hubungan
antara variasi genetik VEGF-2578C/A (rs699947) dengan terjadinya retinopati
diabetik. Hubungan tersebut terlihat dari variasi kadar HbAlc pada pasien
retinopati diabetik. Bila diamati pada penelitian ini, alel A dapat meningkatkan
kadar HbAlc pada retinopati diabetik.”’
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Selain itu, studi epidemiologi telah menunjukkan varian genotip VEGF-
2578C/A (rs699947) pada populasi Jepang menjadi faktor risiko retinopati diabetik.
Berdasarkan pengamatan, diketahui bahwa genotip AA dengan snp rs699947 pada
gen VEGF merupakan faktor predisposisi yang mungkin berhubungan dengan
retinopati diabetik, yang dapat meningkatkan regulasi kadar mRNA pada gen
VEGF melalui sintesis VEGF intraokular. Alel C juga dikatakan menunjukkan efek
perlindungan yang terkait dengan kadar HbAlc, tekanan darah sistolik dan
diastolik, serta kadar kolesterol total dan trigliserida serum. Genotip AA secara
statistik signifikan dengan PDR (retinopati diabetik proliferatif) di mana nilai
p=0,002 dengan OR untuk PDR CA+CC adalah 7,5 (95% CI: 1,8-30,9, p=0,002)
dalam model resesif, jadi genotip AA pada rs699947, retinopati diabetik dikaitkan
(OR=7.5, 95% CI: 1.8-30.9, p=0.002) dengan genotip CC sebagai faktor pelindung
dalam proses penyakit karena ekspresi mMRNA yang lebih rendah pada dialisis
peritoneal dibandingkan dengan genotip CA/AA. Oleh karena itu, hasil penelitian
ini menunjukkan bahwa ada hubungan antara rs699947 dengan retinopati
diabetik.”®

Studi pada populasi Eropa dan Asia Timur menunjukkan bahwa populasi
Eropa dikaitkan dengan terjadinya signifikan retinopati p <0,05 dan OR = 1,47,
9%% CI = 1,07-2,02, di mana frekuensi VEGF-2578C/A (rs699947)-
menggabungkan 4 studi di Eropa [CC 113 (26,84%), AC 215 (51,07%) dan AA 103
(24,47% )], tetapi pada populasi Asia Timur tidak ada hubungan dengan kejadian
retinopati diabetik.

Sebuah studi meta-analisis dari empat populasi Eropa juga menunjukkan
bahwa genotip VEGF-2578C/A (rs699947) dikaitkan dengan peningkatan risiko
diabetes mellitus tipe 2 (model resesi yang sama; rasio odds (OR): 1,4 ( 95% CI:
1.1-) 1.8), 1.5 (95% ClI: 1.1-2.0) dan 1.2 (95% CI: 1.0 -1.5), genotip CA merupakan
faktor protektif pada diabetes melitus tipe 2. Genotip CC dan haplotipe AA pada
diabetes melitus tipe 2. risiko diabetes melitus tipe 2.7
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2.5 Kerangka Konsep

| Varian Genetik VEGF-2578C/A
| rs699947pada pasien diabetes

I mellitus tipe2 dengan Kegagalan
|
|

:: DIABETES NEFROPATI

Kendali Gula darah

Keterangan :

: Variabel Dependen

- —— .
Lo 1 : Variabel Independen
2.6 Hipotesis

Berdasarkan dari kerangka konsep yang telah dibuat maka didapatkan
hipotesis sebagai berikut
HO: Tidak ada Hubungan Polimorfisme Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) Sebagai Faktor Risiko Kejadian Diabetes Nefropati Pada Pasien Diabetes
Mellitus Tipe 2 Dengan Kegagalan Kendali Glukosa Darah
H1: Ada Hubungan Polimorfisme Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
Sebagai Faktor Risiko Kejadian Diabetes Nefropati Pada Pasien Diabetes Mellitus
Tipe 2 Dengan Kegagalan Kendali Glukosa Darah.
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METODOLOGI PENELITIAN

3.1 Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian berikut merupakan lanjutan penelitian terdahulu dari penelitian
Elfiani dkk (2020)%° Penelitian ini menggunakan jenis penelitian analitik
komparatif kategorik dengan rancangan case control. Penelitian analitik komparatif
kategoriK dengan rancangan case control dilakukan untuk Mengetahui Hubungan
Polimorfisme Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) Sebagai Faktor Risiko
Kejadian Diabetes Nefropati Pada Pasien Diabetes Mellitus Tipe 2 Dengan
Kegagalan Kendali Glukosa Darah

3.2 Tempat dan Waktu penelitian
1. Penelitian akan dilakukan di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran
Dan IImu Kesehatan Universitas Jambi
2. Waktu penelitian akan dilakukan dalam rentang waktu Juli 2022 sampai
dengan September 2022
3.3 Subjek Penelitian

3.3.1 Populasi Penelitian

Populasi penelitian ini diambil dari populasi penelitian sebelumnya yang
sudah dilakukan oleh Elfiani dkk (2020)8! yang merupakan pasien diabetes Mellitus
tipe 2 yang berdomisili di Jambi dan menjalani perawatan rutin di Rumah Sakit
Umum Daerah (RSUD) Raden Mattaher, Rumah Sakit Pertamedika Baiturrahim
Jambi, Rumah Sakit Mayang Medical Center Jambi.

3.3.2 Sampel Penelitian dan Besar Sampel

Sampel penelitian ini merupakan kelompok pasien diabetes nefropati dan
kelompok pasien tanpa diabetes nefropati dengan jumlah yang sama. Penelitian
memakai sampel DNA pasien DMT2 dengan DN dan tanpa DN yang telah
diekstraksi sebelumnya, dan telah digunakan pada penelitian sebelumnya yang
berasal dari penelitian Elfiani dkk (2020) dengan judul Plasma Levels of the

Engulfment and Cell Motility Protein-1 are Associated with Kidney Damage in

24
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Diabetic Nephropathy® yang di mana merupakan menjadi salah satu prediktor
diabetes nefropati.
Besar sampel penelitian ditentukan dengan menggunakan rumus uji

hipotesis (2 arah) terhadap perbedaan 2 proporsi.

ML=na = (za\/ﬁfﬁl\i(ﬁ;)(zupwzf)

Keterangan:

nl = Jumlah sampel penderita DM tipe-2 dengan DKD

n2 = Jumlah sampel penderita DM tipe-2 tanpa DKD

a (2 arah) = Tingkat kemaknaan = 0,05 — zo =

1,96 power  =80% — zp = 0,842

Pl = Proporsi DM tipe-2 dengan DKD = 0,3
(literatur 20% - 40%)

P2 = Proporsi DM tipe-2 tanpa DKD = 0,7

P =% (P1+P2)=0,5

Q =1-P=0,5-Q1=0,7,Q02=0,3

nl=n2 = 23,31943

Dari hasil penggunaan rumus di atas bahwa dibutuhkan minimal sampel
dengan jumlah 24 orang untuk setiap kelompok baik diabetes tanpa DN maupun

diabetes tanpa DN.

3.3.3. Kriteria Inklusi dan Kriteria Eksklusi
Kriteria inklusi dan eksklusi  diambil berdasarkan pada penelitian
sebelumnya oleh Elfiani dkk (2020).8° Adapun, kriteria inklusi dan eksklusi yang

digunakan adalah sebagai berikut.

3.3.3.1 Kriteria Inklusi
1. Semua sampel DNA yang sudah diekstraksi dan memiliki kualitas yang
baik. Kualitas dan jumlah DNA dilakukan di Laboratorium Biomedik
Universitas Andalas diukur menggunakan nanodrop dengan indeks
nanodrop di setidaknya ~1.8, Genotip dilakukan oleh dua langkah tetra
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Amplifikasi refraktori sistem mutasi-rantai polymerase reaksi (ARMS-

PCR) yang menunjukkan produk umum dan alel spesifik produk.8!

3.3.3.2 Kriteria Eksklusi
1. Sampel DNA yang tidak berhasil di genotyping dengan metode yang sudah

ditetapkan

2. Sampel DNA yang tidak memiliki data demografi yang lengkap

3.4 Definisi Operasional

Variabel untuk membatasi ruang lingkup atau pengertian variabel-variabel

yang diamati/diteliti, perlu sekali variabel-variabel tersebut diberi batasan atau

definisi operasional. Definisi operasional ini juga bermanfaat untuk mengarahkan

kepada pengukuran atau pengamatan terhadap variabel-variabel yang akan diteliti

serta untuk pengembangan instrumen.

Tabel 3. 1 Definisi Operasional

Definisi Variabel Metode Pengukuran Hasil Skala
Varian Genetik  Genotyping Fragment Nominal
VEGF snp rs699947 menggunakan metode berbagai ukuran
merupakan snp ARMS PCR hasil  restriksi
rs699947 yang yang

terletak pada menunjukkan

promoter, urutan alel dan

basa ke 43768652 tervisualisasi

dengan reference dari hasil
sequence NCBI elektroforesis.

GRCh 6p21.3 dengan Alel A
substitusi basa C ditunjukkan

menjadi  A,dengan dengan fragmen

nilai  minor  alel berukuran

frequency (MAF) > 149bp. Alel C

0.2 berdasarkan data ditunjukkan

based NCBI dengan fragmen
khususnya bila ada berukuran

data untuk populasi 243bp

Asia.

Diabetes Nefropati Penentuan diagnosis Merupakan Nominal
merupakan  pasien berdasarkan hasil penderita DN
diabetes mellitus tipe laboratorium yang dan tidak DN

2 dengan kadar

diperiksa dengan
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Definisi Variabel Metode Pengukuran Hasil Skala
albumin  creatinine immunoturbidimetry yang
ratio (ACR) urine > telah didapatkan melalui
30 mg/g Cr22 rekam medis
eGFR Dilakukan dengan Nilai Nominal
glomerular filtration sampel biopsi jaringan GFR normal >
rate atau laju filtrasi atau slide sitologi dan 60 mg/dL
glomerulus juga dengan sampel
adalah laju rata-rata Piasma - (CIDNA —/
penyaringan  darah ngcxlatmg free  tumor
. . )
yang terjadi  di
glomerulus.
Tekanan darah Sphygmomanometer Tekanan darah Interval
merupakan rerata dengan mengacu pada dinyatakan
tekanan darah bunyi Korotkoff. sebagai
sistolik dan diastolik sistolik/diastoli
pada dua pengukuran k dalam mmHg,
pada individu yang sistolik mmHg
sama.  Pengukuran <120 mmHg
pertama pada 5 menit atau  tekanan
setelah subjek darah diastolik
istirahat, pengukuran < 80 mmHg.
kedua minimal 1
menit dari
pengukuran
pertama.
Glukosa Plasma Pengukuran  dilakukan Kadar glukosa Ordinal
merupakan kadar dengan teknik plasma puasa
glukosa plasma dari kolorimetri, CHOD-PAP, >126 mg/dl,
subjek penelitian dari sampel plasma darah kadar glukosa
dengan pemeriksaan EDTA plasma sewaktu
gula darah puasa, >200 mg/dl
gula darah 2 jam
setelah makan.
Hiperglikemia tak Pengukuran  dilakukan kadar glukosa Ordinal
terkontrol dengan teknik plasma sewaktu
Merupakan keadaan kolorimetri, CHOD-PAP, >180 mg/dl

kadar glukosa darah
dalam darah tinggi
pada keadaan
mendapatkan
penobatan

dari sampel plasma darah
EDTA
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3.5 Alat dan Bahan

3.5.1 Ekstraksi DNA

Alat dan bahan : mikropipet dan tips, sentrifuge dingin 13.000 rpm, water
bath, tabung vakum EDTA, jarum 22 G, holder, kapas alkohol, vortex, tabung
Eppendorf, kit ekstraksi DNA dari FavorPrepR yang terdiri dari Proteinase-K,
FABG Buffer (30-60% Guanidine hydrochloride), W1 Buffer (30-60% Guanidine
hydrochloride), Wash Buffer, Elution Buffer, FABG column, 2 ml tabung koleksi,
Ethanol 96-100%.

3.5.2 ARMS-PCR SNP rs699947
DNA template hasil ekstraksi primer untuk SNP rs699947.
Tabel 3.5. ARMS-PCR SNP rs699947

Direction Primer sequence Product Size
FO-VEGF 5 353 bp
CCTTTTCCTCATAAGGGCCTTAG
-3
RO-VEGF 5-
AGGAAGCAGCTTGGAAAAATTC
-3
FI-VEGF (Fwt) A 5-TAGGCCAGACCCTGGCAA-3 149bp
alele

RI-VEGF (Rmt)C  5- 243bp
alele GTCTGATTATCCACCCAGATCG-
3

*Fo-outer forward primer, Ro-Reverse outer primer; AT-annealing
temperature;FI-Inner forward primer, RI-Inner Reverse primer

Alat dan bahan : mikropipet dan tips, 50 uM normal ARMS primer, 50 uM
mutant ARMS primer, 50 uM common primer, 50 uM setiap kontrol primer, 1 mM
4dNTP mix (APPENDIX 2), 10xPCR amplification buffer containing 12 mM
MgCI2(APPENDIX 2), kontrol DNA dari sampel yang diketahui (10 to 50 ng/ul in
H20), Light mineral oil, 5 U/ul Tag DNA polymerase (Perkin-Elmer Cetus
AmpliTaq or equivalent), Nusieve 3:1 agarose (FMC Bioproducts) 1xTBE buffer
(APPENDIX 2) yang mengandung 0.5 pg/ml ethidium bromide, penanda ukuran
molekul DNA, Tes sampel DNA (10 to 50 ng/ul in H20O; support protocols) Perkin-
Elmer Cetus thermal cycler (480 or TC) dan pilih tabung reaksi yang cocok.



29

3.6. Cara Penelitian

3.6.1 ARMS-PCR SNP rs699947

1.

Sebelum melakukan ARMS, perlu dilakukan pembuatan master mix
ARMS. Primer ARMS harus oligonukleotida sekitar 30 atau lebih. Primer
Panjangnya kurang dari 28 harus dihindari.

Persiapan sampel DNA yang berasal dari penelitian sebelumnya telah
dibekukan sebelumnya dan dicairkan kembali sebelum penggunaan.
Tambahkan satu tetes mineral oil ke setiap tabung reaksi dan tutup dengan
kuat. Microcentrifuge 10 detik dengan kecepatan tinggi.

Lakukan pencampuran antara PCR master mix dan bahan yang lain dengan
perbandingan sebagai berikut: 15 pL Master Mix; 2 pL masing masing
primer; 2 uL DNA template dan nuclease free water hingga volume 30 pL.
Campuran yang telah dimasukkan ke tabung PCR kemudian di vortex
selama 30 detik agar tercampur dengan baik.

Campuran kemudian dimasukkan kedalam thermocycler dengan kondisi
reaksi PCR : suhu inisiasi denaturasi 95 °C selama 10 menit; diikuti 10
siklus melting 95 °C selama 15 detik; suhu annealing 65 °C 28 selama 50
detik; suhu elongasi 72 °C selama 40 detik; 25 siklus melting suhu 95°C
selama 15 detik, annealing 59°C selama 50 detik dan elongasi 72 °C selama

50 detik. Total reaksi PCR dilakukan sebanyak 35 siklus.

3.6.2 Elektroforesis

1.

2.

Siapkan gel agarosa 3% menggunakan 4,5 g Nusieve 3: 1 agarose dan 150
ml 1 x TBE buffer dengan 0,5 pg / ml ethidium bromide.

Beri label tabung microcentrifuge 0,5ml untuk setiap reaksi. Tambahkan
10 pl loading buffer setiap tabung.

Transfer 25 ul reaksi ARMS dari bawah lapisan mineral oil yang sesuai
tabung berlabel. Campur dengan pipet. 8. Muat 20 pl setiap reaksi per jalur
dan sertakan penanda ukuran molekul DNA satu jalur gel. 9. Electrophorese
1 hingga 2 jam pada 120 V dan foto di bawah transiluminasi UV. 10.

Analisis setiap jalur untuk mengetahui fragmen ukuran fragmen kontrol dan
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ARMS yang diharapkan fragmen alel C berukuran 243 bp dan alel A
berukuran 149bp.

3.7 Pengambilan Data
Pada penelitian ini data yang digunakan adalah data primer, yaitu pasien
yang telah didiagnosis diabetes nefropati dan memenuhi kriteria inklusi yang

berasal dari penelitian terdahulu yang dilakukan oleh Elfiani dkk (2020).8!

3.7.1 Data Sekunder

Data sekunder merupakan data penunjang atau pelengkap yang diambil dari
rekam medis pasien berupa hasil pemeriksaan kadar glukosa darah serta hasil
pemeriksaan Albumin Creatinine Ratio (ACR) urin pada pasien dan riwayat DM
yang berasal dari penelitian terdahulu oleh Elfiani dkk (2020).8!

3.8 Pengolahan Data dan Analisis Hasil

3.8.1 Pengolahan Data
Pengolahan data pada penelitian mencakup :
1. Editing
Tahapan ini dilakukan bertujuan untuk melakukan kegiatan pengecekan
terhadap kelengkapan data yang telah dicatat di lembar observasi.
2. Coding
Coding adalah tindakan mengubah data yang berbentuk huruf menjadi
sebuah data berbentuk angka/bilangan. Manfaat dari data coding adalah
guna memudahkan saat melakukan entry data.
3. Processing
Tahapan berikutnya adalah melakukan pemrosesan data agar data yang
sudah di entry dapat dianalisis. Processing dilakukan dengan cara meng-
entry data ke paket program computer.
4. Cleaning
Cleaning (pembersihan data) adalah tindakan pengecekan ulang data yang

sudah di-entry, apakah terdapat kesalahan atau tidak.
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3.8.2 Analisis Hasil

Karakteristik demografi dan klinis (baseline subjek) akan ditampilkan
dalam bentuk proporsi bila skala data adalah ordinal atau nominal. Bila skala data
adalah rasio atau interval tampilan dalam bentuk rerata + simpangan deviasi bila
berdistribusi normal atau interquartile range bila tidak berdistribusi normal. Data
dalam skala rasio dan interval akan dilakukan uji normalitas, bila tidak normal maka
akan dilakukan transformasi data. Dilakukan uji beda data baseline dengan chi
square bila skala ordinal atau nominal. Dilakukan uji beda data baseline dengan
student t-test bila skala rasio atau interval dan distribusi data normal, bila distribusi
data tidak normal maka dilakukan uji nonparametric Mann-Whitney. Frekuensi alel
dan genotip akan ditampilkan dalam bentuk proporsi dan dilakukan uji beda dengan
chi square antara kelompok kasus dan kontrol. Nilai odds ratio akan dihitung untuk
menentukan nilai odds alel risiko atau genotype risiko terhadap kejadian Diabetes
Nefropati. Analisis multivariate dengan regresi logistik dilakukan untuk melihat
pengaruh genotip (p value, nilai odds ratio dan confident interval) terhadap kejadian
Diabetes Nefropati setelah mengendalikan faktor selain genotip. Nilai p signifikan
bila < 0,05. Hardy Weinberg equilibrium dihitung, nilai p > 0,05 menandakan

frekuensi alel sesuai dengan persamaan Hardy Weinberg.

3.9 Etika Penelitian

Sebelum melaksanakan penelitian ini, peneliti terlebih dahulu akan
melakukan permintaan izin penelitian terhadap pihak kampus Fakultas Kedokteran
dan llmu kesehatan Universitas Jambi. Selain itu, peneliti meminta izin kepada
peneliti sebelumnya untuk melakukan penelitian serta menggunakan sampel DNA

yang telah diekstraksi oleh peneliti sebelumnya yaitu Elfiani dkk (2020).

3.10 Keterbatasan Penelitian

Peneliti hanya melakukan kegiatan penelitian sementara atau satu kali saja
dalam satu waktu dengan tidak melakukan follow up atau melakukan pengamatan
jangka panjang terhadap subjek penelitian. Pada penelitian ini jumlah sampel yang
akan diteliti hanya dalam jumlah kecil sehingga hasil penelitian yang di dapat masih

dipengaruhi oleh jumlah sampel yang masih sedikit.



3.11 Alur Penelitian

Persiapan

Pengurusan Etika
penelitian

Persiapan sampel
DNA yang telah
diekstraksi dari

penelitian terdahulu
oleh Elfiani dkk

Y
Genotyping polimorfisme
VEGF-2578C/A
rs699947dengan metode
ARNS PCR

Pengolahan data dan
Analisis Statistik

Mengetahui Hubungan Polimorfisme
Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) Sebagai Faktor Risiko Kejadian
Diabetes Nefropati Pada Pasien Diabetes
Mellitus Tipe 2 Dengan Kegagalan Kendali
Glukosa Darah

Gambar 3. 1 Alur Penelitian
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Hasil

4.1.1 Karakteristik Dasar Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada Juli 2022 sampai November 2022

bertempat di Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran dan Ilmu Kesehatan
Universitas Jambi. Penelitian ini menggunakan 48 sampel DNA yang terdiri atas
24 sampel DNA dengan kondisi pasien mengalami Diabetes Nefropati dengan
keadaan glukosa darah tak terkontrol serta 24 sampel DNA dengan kondisi pasien
mengalami Diabetes Mellitus Tipe 2 dengan keadaan glukosa darah tak terkontrol.
Seluruh sampel yang digunakan telah memenuhi kriteria. Sampel yang diambil
merupakan sampel yang berasal dari pasien dengan Etnis Melayu yang berdomisili
di daerah Kota Jambi.

Tabel karakteristik dasar penelitian dapat dilihat dibawah.
Tabel 4.1 Karakteristik Subjek Penelitian

Karakteristik DN NON DN Nilai P
Usia (Tahun) 51 (29-60) 50,5 (22-60) 0,8520
Jenis Kelamin

Laki-Laki 10 (41,7%) 10 (41,7%) 1,000
Perempuan 14 (58,3%) 14 (58,3%)

Tekanan Darah 140,83 +17,17 121,38 £ 11,04 <0,0012
Sistolik (mmHg)

Tekanan Darah 80 (60-100) 80 (70-90) 0,361°
Diastolik (mmHg)

ACR urin (mg/g 377,30 (32,16- 12,03 (3,84- <0,001°
Cr) 5237,69) 26,26)

eGFR 66,73 + 31,58 94,03 + 22,83 0,0012
(mL/menit/1,73

m2)

GDP (mg/dl) 168,67+50,926 164,17+49,183 0,642

GDNPP (mg/dl) 248,84+50,384 266,88+70,432 0,671
*Nilai P signifikan <0,05, 2 Uji independent t-test, ® Uji non parametric digunakan
setelah dilakukan uji normalitas dan tidak terdistribusi dengan normal. ACR :
albumin creatinine ratio, eGFR: glomerular filtration rate, GDP: Gula darah puasa,
GDNPP: Gula darah post prandial.
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Dalam uji didapatkan bahwa tidak terdapat perbedaan yang berarti pada
karakteristik usia dan tekanan darah diastolik, gula darah puasa dan gula darah post
prandial pada kelompok kontrol dan kasus. Dilain hal didapatkan perbedaan yang
berarti pada kelompok kontrol dan kasus dengan sebjek karakteristik berupa
tekanan darah sistolik, ACR urin dan eGFR.

4.1.2 Variasi Genetik VEGF rs699947
Genotyping dilakukan dengan metode tetra ARMS PCR. Produk PCR

ditampilkan melauli proses elektroforesis. Produk utama PCR berupa 353 bp.
Produk PCR adalah fragmen DNA dengan panjang 149bp untuk alel A dan alel C
ditunjukkan dengan panjang fragmen 243 bp.heterozygot CA ditampilkan dengan
3 produk PCR yang berbeda dengan panjang fragmen 353 bp, 243 bp, dan 149 bp.
Homozigot AA dan CC ditampilkan pada 2 produk PCR berlainan yaitu produk

utama dan produk alel yang spesifik.

M 1 6 7

353 bp
200 bp 243 bp Alel C
149bp Alel A
100 bp

AA CA CA CA AA AA CC aA

Gambar 4.1 Elektroforesis tetra ARMS PCR VEGF-A rs699947 C / A. Alel
ditunjukkan oleh produk PCR 149 bp, alel C ditunjukkan oleh produk PCR 243
dan produk umum ditunjukkan oleh produk PCR 353 bp. Jalur 2, 3, dan 4
menampilkan CA heterozigot. Jalur 7 diperlihatkan CC homozigot. Jalur 1, 5,
6, dan 8 menunjukkan homozigot AA.

4.1.3 Distribusi Genotip dan Keseimbangan Hardy Weinberg Variasi
Genetik VEGF-A rs699947 C/A
Penelitian ini menunjukkan bahwa frekuensi tertinggi genotip yang

ditemukan adalah CC yang selanjutnya diikuti oleh AC dan AA. Kesetimbangan
Hardy Weinberg menunjukkan nilai X2 adalah 4,41 dengan nilai p adalah 0,11029.
Distribusi genotip rs699947 menunjukkan bahwa tidak menyimpang dengan

kesetimbangan Hardy Weinberg.
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Tabel 4.2 Frekuensi genotip rs699947 C / A dan kesetimbangan Hardy Weinberg

Variasi Frekuensi Frekuensi X2(df)  Nilai P MAF
Genetik Observasi Harapan

n(%)
AA 11 7
AC 16 23 4,41 0,11029 0,40
CC 21 18
Total 48 48

MAF:minor alele frequency

4.1.4 Peran Variasi Genetik VEGF-A rs699947 C/A terhadap Diabetes

Nefropati

Penelitian ini menunjukkan frekuensi genotip CC pada kontrol lebih tinggi

daripada kelompok kasus. Frekuensi genotip AA pada kontrol lebih tinggi pada

kasus. Frekuensi genotip AC pada kasus lebih tinggi daripada kontrol.

Tabel 4.3 Hubungan genotip dengan kejadian Diabetes Nefropati

Genotip DN Kontrol Nilai P2 OR (95%Cl)
n=24 n=24

AA 5 6 Reff

AC 9 7 0,581 1,543
(0,329-7,226)

CcC 10 11 0,907 1,091
(0,252-4,714)

AC+CC 19 18 0,731 1,267

(0,328-4,389)

*Chi-square; DN merupakan kelompok Diabetes Nefropati: Reff merupakan

genotip/alel pembanding
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4.2 Pembahasan

4.2.1 Karakteristik Dasar Subjek Penelitian
Dalam penelitian ini matching antara subjek kelompok kontrol dan kasus

dilakukan berdasarkan usia dan jenis kelamin. Jumlah jenis kelamin sampel tidak
terdapat perbedaan berarti secara statistik antara kelompok kontrol dan kasus.

Karakteristik subjek penelitian dengan skala kontinyu dilakukan uji
normalitas dengan metode Shapiro-Wilk. Uji Independent t-test digunakan pada
data yang memiliki distribusi normal dan uji Man-Whitney test dilakukan data yang
memiliki distribusi tidak normal.

Akibat intoleransi glukosa yang disebabkan oleh faktor degeneratif, yang
menyebabkan penurunan fungsi tubuh, terutama metabolisme glukosa, serta
penurunan aktivitas fisik, penurunan massa otot, peningkatan jaringan adiposa,
yang mengarah pada faktor risiko perkembangan. Komplikasi diabetes**

Studi epidemiologis menunjukkan bahwa pria memiliki risiko lebih tinggi
terkena diabetes nefropati dibandingkan wanita. Pria memiliki risiko lebih tinggi
terkena diabetes nefropati berdasarkan data dari Indonesia dan Australia yang
menunjukkan bahwa risiko diabetes nefropati lebih tinggi pada pria dibandingkan
wanita. Setiap tahun lebih banyak pria daripada wanita. Studi Kohort Penilaian dan
Skrining Awal India juga menemukan bahwa ada lebih banyak laki-laki (62,5%)
daripada perempuan (37,5%). Namun, penelitian lain di Spanyol menunjukkan
bahwa wanita lebih cenderung mengalami disfungsi ginjal dibandingkan pria
(16,6% pada wanita; 13,2% pada pria; p<0,001).%®

Berdasarkan tinjauan literatur, peningkatan serum CR diamati,
menunjukkan penurunan fungsi ginjal. Tingkat CR serum dihilangkan dengan
kombinasi filtrasi dan sekresi ginjal, konsentrasi plasma relatif sama, tingkat yang
lebih tinggi dari normal menunjukkan disfungsi ginjal, sehingga serum CR terkait
erat dengan timbulnya diabetes Nefropati. Kreatinin urin dianggap lebih penting
dalam perkembangan diabetes nefropati dan merupakan indikator spesifik penyakit
ginjal. Tingkat kreatinin 2,5 mg/dL dapat mengindikasikan kerusakan ginjal. Kadar

kreatinin urin sangat berguna dalam mengevaluasi fungsi glomerulus. Dapat
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dijelaskan bahwa kreatinin urin merupakan faktor predisposisi terjadinya diabetes
nefropati’.

Hipertensi sistemik menyebabkan hiperfiltrasi dan gangguan hemodinamik,
yang berkontribusi pada perkembangan lesi pada glomerulus yang berkontribusi
menyebabkan diabetes nefropati. Kekuatan hemodinamik intraglomerular yang
abnormal mengubah pertumbuhan dan fungsi sel glomerulus, mesangial, dan epitel
dengan meningkatkan tekanan fisik dan mekanik, yang menyebabkan pembentukan
matriks mesangial dan penebalan membran basal, yang merupakan ciri khas
diabetes nefropati®.

Berdasarkan American Diabetes Association, 2017. Glukosa darah puasa
(BG) > 126 mg/dL (7,0 mmol/L). Puasa didefinisikan sebagai tidak ada asupan
kalori selama minimal 8 jam, dengan glukosa darah postprandial 2 jam > 200 mg/dL
(11,1 mmol/L) dengan tes toleransi glukosa oral (OGTT). Ketika kadar glukosa
darah melebihi 200 mg/dL, maka dikategorikan sebagai glukosa darah yang tinggi,
yang menyebabkan produksi produk glikosilasi lanjut (AGE), yang dapat
mengubah struktur protein dan disfungsi pembuluh darah, kerusakan glomerulus,
proteinuria, dan gagal ginjal. kegagalan™.

4.2.2 Peran Variasi Genetik VEGF-A rs699947 C/A terhadap Diabetes
Nefropati
Pada penelitian ini Variasi Genetik VEGF-A rs699947 didapatkan nilai

MAF sebesar 0,40. Penelitian ini menunjukkan signifikansi yang berdasarkan
kesetimbangan Hardy Weinberg dengan nilai rujukan p adalah 0,11029. Hasil
tersebut didapatkan melalui penggunaan kalkulator yang sudah ditetapkan oleh
Keseimbangan Hardy Weinberg dengan memasukkan kode genotip.

Penelitian ini menunjukkan kelompok kasus genotip CC sejumlah 10 orang
47,6% dan genotip CC pada kelompok kontrol sejumlah 11 orang 52,4% dengan
nilai OR 95% CI:1,091 (0,252-4,714) dilain hal pada kelompok kasus genotip AC
sejumlah 9 orang 56,3% dan genotip AC pada kelompok kontrol sejumlah 7 orang
43,7% dengan nilai OR 95% CI: 1,543 (0,329-7,226) memiliki risiko kejadian
Diabetes Nefropati dapat terjadi dibandingkan dengan genotip AA. Pada penelitian
ini genotip AC+CC berjumlah sebanyak 37 orang terdiri dari 19 kelompok kasus
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dan 18 kelompok kontrol menunjukkan bahwa tidak bermakna secara statistic
dimana P value adalah 0,731, akan tetapi genotip AC dapat menjadi faktor risiko
kejadian Diabetes Nefropati dengan nilai OR 95% ClI:1,267 (0,328-4,889).

Penelitian ini menunjukkan bahwa alel C yang ditemukan pada genotip AC
dan model resesif AC+CC menunjukkan alel C sebagai pembawa faktor risiko
dalam menyebabkan kejadian DN dan sebaliknya alel A menunjukkan sebagai alel
pelindung terhdapat kejadian DN.

Dalam sebuah studi menyatakan bahwa VEGF-A C/A SNP (rs699947)
menyebabkan Kadar protein VEGF pada penderita DM dengan komplikasi akan
cenderung menurun karena fibroblas diabetik tidak dapat meningkatkan produksi
VEGF pada kadar normal sebagai respon terhadap kondisi hipoksia. Hal ini
menyebabkan tubuh berusaha untuk memperbaiki kadar VEGF ke keadaan normal
yang berujung dengan kegagalan kontrol kadar VEGF yang menyebabkan lonjakan
kadar VEGF yang tinggi. Hipoksia jangka panjang yang mempengaruhi isoform
pro-angiogenik VEGF A 164 dan isoform dis-angiogenik 120 dan 188
mengakibatkan kerusakan struktur pembuluh darah ginjal yang mengarah pada
situasi patologis pada sel epitel tubular yang merujuk pada kejadian DN.'°
Meskipun secara statistik tidak signifikan, frekuensi genotip AA lebih tinggi pada
pasien yang tanpa ada mengalami DN dibandingkan pasien komplikasi DN, oleh
karena itu genotip AA dapat menjadi faktor pelindung ESRD pada populasi Turki.

Sebuah studi di Cina menunjukkan efek perlindungan dari individu yang
membawa alel C pada kejadian retinopati diabetik terkait dengan kadar albumin,
HbALc dan insulin. Dalam sebuah penelitian di China, ditemukan adanya hubungan
antara variasi genetik VEGF-2578C/A (rs699947) dengan terjadinya komplikasi
mikrovaskular. Hubungan tersebut terlihat dari variasi kadar HbAlc pada pasien
retinopati diabetik. Bila diamati pada penelitian ini, alel A dapat meningkatkan
kadar HbAlc pada retinopati diabetik.”” Hal ini menunjukkan hasil yang berbeda
dengan temuan yang dilakukan oleh peneliti.

Alel C juga dikatakan menunjukkan efek perlindungan yang terkait dengan
kadar HbAlc, tekanan darah sistolik dan diastolik, serta kadar kolesterol total dan

trigliserida serum. Genotip AA secara statistik signifikan dengan PDR (retinopati
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diabetik proliferatif) di mana nilai p=0,002 dengan OR untuk PDR CA+CC adalah
7,5 (95% CI: 1,8-30,9, p=0,002) dalam model resesif, jadi genotip AA pada
rs699947, retinopati diabetik dikaitkan (OR=7.5, 95% CI: 1.8-30.9, p=0.002)
dengan genotip CC sebagai faktor pelindung dalam proses penyakit karena ekspresi
mRNA yang lebih rendah pada dialisis peritoneal dibandingkan dengan genotip
CA/AA. Oleh karena itu, hasil penelitian ini menunjukkan bahwa ada hubungan
antara rs699947 dengan retinopati diabetik.”

Sebuah studi meta-analisis dari empat populasi Eropa juga menunjukkan
bahwa genotip VEGF-2578C/A (rs699947)-2578A/A, -1154A/A dan -634G/G
dikaitkan dengan peningkatan risiko diabetes mellitus tipe 2 (model resesi yang
sama; rasio odds (OR): 1,4 (95% ClI: 1.1-) 1.8), 1.5 (95% CI: 1.1-2.0) dan 1.2 (95%
Cl: 1.0 -1.5), genotip CA merupakan faktor protektif pada diabetes melitus tipe 2.
Genotip CC dan haplotipe AA pada diabetes melitus tipe 2. risiko diabetes melitus
tipe 2.7°

Sebuah studi pada populasi Cina menyatakan Frekuensi genotip AA dan AC
VEGF-A C/A (rs699947) lebih rendah pada pasien komplikasi mikrovaskular
dibandingkan pasien dengan sehat (P =0,020, P =0,031), menunjukkan bahwa
genotip AC dan AA berhubungan negatif dengan risiko komplikasi mikrovaskular
yang berasal dari individu sehat (OR = 0,496, 95%CI = 0,274-0,899; ATAU =
0,130, 95%CI = 0,015-1,112). Tren penurunan signifikan alel rs699947 A diamati
pada pasien DFU bila dibandingkan dengan kontrol (P =0,004), menunjukkan alel
A secara jelas berkorelasi dengan penurunan risiko komplikasi mikrovaskular (OR
= 0,490, 95% CI = 0,298-0,804). Tetapi tidak ada perbedaan signifikan yang
terdeteksi pada distribusi genotip dan alel rs13207351 antara pasien dan kelompok
kontrol (P >0,05)8°



BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil dan pembahasan dari penelitian didapatkan kesimpulan
sebagai berikut:

1. Pasien dengan Diabetes Mellitus Tipe 2 dengan gula darah tak terkontrol
dengan frekuensi genotip AC dan ACCC (Pembawa Alel C) lebih banyak
terdapat pada diabetes nefropati, akan tetapi tidak bermakna secara statistik

2. Varian genetik VEGF rs699947 C/A tidak memiliki hubungan sebagai
faktor risiko kejadian diabetes nefropati pada pasien diabetes mellitus tipe

2 dengan kegagalan kendali glukosa darah.

5.2 Saran
1. Penelitian lebih lanjut dibutuhkan dengan subjek penelitian yang lebih
besar.
2. Penelitian pada populasi dan wilayah lain perlu dilakukan oleh peneliti

selanjutnya.
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Descriptive Statistics

Maximu Std.
M Range | Minimum m Mean Deviation Variance
Stanistic | Stahstic | Statistic | Stabistic Statistic Std. Error Statistic Statistic

Jenis Kelamin 24 1 1 2 1.58 103 S04 254
Usia 24 i1 29 6l 5104 1,434 7,025 49346
SHP 24 6l 110 170 140,83 3.506 17.173 294 928
DBRP 24 40 il 100 B1.67 1142 10495 110,145
ACR Urin 24| 5205.53 32.16| 5237.69 | 12892483 | 347.03993 | 170014152 | IR90481.178
eGFR 24 106,10 13,80 119,90 64,7202 644560 3157732 997,127
Valid N 24
(listwise)

Data Deskriptif Kelompok Kontrol

Deseriptive Statistics
M Range | Mimmum | Maximum Mean Std. Deviation | Varance
Statistic | Statistic SIatisic Statistic Statistic | Std. Error Statistic Statistic

Jenis Kelamin 24 1 1 2 1.58 103 L 254
Usia 24 38 22 i) 30,13 1,832 8,975 B.549
SBP 24 40 1M} 140 121,38 2,254 11,041 121,597
DBP 24 20 T0 i T9.58 1,274 6,241 389409
ACR Urin 24 2242 34 26,26 134892 1.13101 5,54082 30,701
eGFR 24 E0.20 54.60 134,50 940292 466005 2282047 [ 521,185
Valid N (listwise) 24

1. Usia

Descriptives
Std.
Penggolongan Statistic ~ Error
Usia Kasus Mean 51.04 1.434
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95% Confidence Lower 48.08
Interval for Mean Bound
Upper 54.01
Bound
5% Trimmed Mean 51.63
Median 51.00
Variance 49.346
Std. Deviation 7.025
Minimum 29
Maximum 60
Range 31
Interquartile Range 10
Skewness -1.168 472
Kurtosis 2.793 918
Kontrol Mean 50.13 1.832
95% Confidence Lower 46.34
Interval for Mean Bound
Upper 53.91
Bound
5% Trimmed Mean 51.03
Median 50.50
Variance 80.549
Std. Deviation 8.975
Minimum 22
Maximum 60
Range 38
Interquartile Range 13
Skewness -1.474 472
Kurtosis 2.881 918

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Penggolongan  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Usia Kasus 135 24 200" .895 24 017
Kontrol 202 24 012 .858 24 .003

*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
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Test Statistics®
Tranform_Us
ia
Mann-Whitney U 279.000
Wilcoxon W 579.000
Z -.186
Asymp. Sig. (2- .852

tailed)

a. Grouping Variable:
Penggolongan

2. Jenis Kelamin

Jenis Kelamin * Penggolongan Crosstabulation
Penggolongan
Kasus  Kontrol =~ Total

Jenis Kelamin Laki-Laki  Count 10 10 20
% within Jenis 50.0%  50.0% 100.0%
Kelamin
% within 41.7%  41.7%  41.7%
Penggolongan
% of Total 20.8% 20.8%  41.7%
Perempuan Count 14 14 28
% within Jenis 50.0%  50.0% 100.0%
Kelamin
% within 58.3% 58.3%  58.3%
Penggolongan
% of Total 29.2%  29.2%  58.3%
Total Count 24 24 48
% within Jenis 50.0%  50.0% 100.0%
Kelamin
% within 100.0% 100.0% 100.0%
Penggolongan
% of Total 50.0%  50.0% 100.0%

Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
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Pearson Chi-Square .0002 1 1.000

Continuity Correction® .000 1 1.000

Likelihood Ratio .000 1 1.000

Fisher's Exact Test 1.000
Linear-by-Linear .000 1 1.000

Association

McNemar Test 541°¢
N of Valid Cases 48

615

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 10.00.
b. Computed only for a 2x2 table
c. Binomial distribution used.

Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for Jenis 1.000 317 3.151
Kelamin (Laki-Laki /
Perempuan)
For cohort 1.000 563 1.775
Penggolongan = Kasus
For cohort 1.000 563 1.775
Penggolongan =
Kontrol
N of Valid Cases 48
3. SBP
Descriptives
Std.
Penggolongan Statistic ~ Error

SBP Kasus Mean 140.83 3.506

95% Confidence Lower 133.58

Interval for Mean Bound

Upper 148.09
Bound
5% Trimmed Mean 140.83
Median 140.00

Variance 294.928
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Std. Deviation 17.173
Minimum 110
Maximum 170
Range 60
Interquartile Range 20
Skewness 197 472
Kurtosis - 721 918
Kontrol Mean 121.38 2.254
95% Confidence Lower 116.71
Interval for Mean Bound
Upper 126.04
Bound
5% Trimmed Mean 121.53
Median 120.00
Variance 121.897
Std. Deviation 11.041
Minimum 100
Maximum 140
Range 40
Interquartile Range 18
Skewness -.165 472
Kurtosis -.283 918
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Penggolongan  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
SBP  Kasus 144 24 .200" .945 24 216
Kontrol .200 24 014 932 24 .106

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Independent Samples Test

Levene's

Test for

Equality
of

Variances

t-test for Equality of Means
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95%
Confidence
Interval of
Sig. Std. the
(2- Mean Error Difference
Sig taile Differen Differen Lowe Uppe
F : t df d) ce ce r r
SB Equal 4.19 .04 4.66 46 .000 19.458 4,167 11.07 27.84
P varianc 5 6 9 0 7
es
assume
d
Equal 4.66 39.23 .000 19.458 4,167 11.03 27.88
varianc 9 8 0 6
es not
assume
d
4, DBP
Descriptives
Std.
Penggolongan Statistic ~ Error
DBP Kasus Mean 81.67 2.142
95% Confidence Lower 77.24
Interval for Mean Bound
Upper 86.10
Bound
5% Trimmed Mean 81.85
Median 80.00
Variance 110.145
Std. Deviation 10.495
Minimum 60
Maximum 100
Range 40
Interquartile Range 10
Skewness -114 472
Kurtosis 456 918
Kontrol Mean 79.58 1.274
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95% Confidence Lower 76.95
Interval for Mean Bound
Upper 82.22
Bound
5% Trimmed Mean 79.54
Median 80.00
Variance 38.949
Std. Deviation 6.241
Minimum 70
Maximum 90
Range 20
Interquartile Range 0
Skewness .024 472
Kurtosis -112 918

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Penggolongan  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
DBP Kasus 271 24 .000 .869 24 .005
Kontrol 318 24 .000 778 24 .000

a. Lilliefors Significance Correction

Test Statistics?
DBP
Mann-Whitney U 248.500
Wilcoxon W 548.500
Z -.914
Asymp. Sig. (2- .361

tailed)
a. Grouping Variable:
Penggolongan

5. ACR urin

Descriptives
Penggolongan Statistic Std. Error

Kasus Mean 1289.2483 347.03993
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ACR_Uri 95% Confidence Lower 571.3415
n Interval for Mean Bound
Upper 2007.1551
Bound
5% Trimmed Mean 1141.1877
Median 377.3050
Variance 2890481.178
Std. Deviation 1700.14152
Minimum 32.16
Maximum 5237.69
Range 5205.53
Interquartile Range 2509.01
Skewness 1.265 472
Kurtosis 327 918
Kontrol Mean 13.4892 1.13101
95% Confidence Lower 11.1495
Interval for Mean Bound
Upper 15.8288
Bound
5% Trimmed Mean 13.3188
Median 12.0350
Variance 30.701
Std. Deviation 5.54082
Minimum 3.84
Maximum 26.26
Range 22.42
Interquartile Range 7.59
Skewness .621 472
Kurtosis -.069 918
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Penggolongan  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
ACR_Uri Kasus 262 24 .000 754 24 .000
n Kontrol 133 24 .200" .958 24 394

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction



Test Statistics®

ACR_Uri
n
Mann-Whitney U .000
Wilcoxon W 300.000
Z -5.938
Asymp. Sig. (2- .000
tailed)

a. Grouping Variable:

Penggolongan

6. EGFR

Descriptives

Std.
Penggolongan Statistic Error
EGFR Kasus Mean 66.7292 6.44569
95% Confidence Lower 53.3952
Interval for Mean Bound
Upper 80.0631
Bound
5% Trimmed Mean 66.6611
Median 67.7000
Variance 997.127
Std. Deviation 31.57732
Minimum 13.80
Maximum 119.90
Range 106.10
Interquartile Range 55.88
Skewness .079 472
Kurtosis -1.080 918
Kontrol Mean 94.0292 4.66005
95% Confidence Lower 84.3891
Interval for Mean Bound
Upper 103.6692
Bound
5% Trimmed Mean 93.9648
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Median 91.4500
Variance 521.185
Std. Deviation 22.82947
Minimum 54.60
Maximum 134.80
Range 80.20
Interquartile Range 27.45
Skewness 197 472
Kurtosis -.694 918
Tests of Normality
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Penggolongan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
EGFR Kasus 116 24 200" .960 24
Kontrol 121 24 200" .959 24
*, This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Independent Samples Test
Levene's
Test for
Equality
of
Variance
S t-test for Equality of Means
95%
Sig. Std. Confidence
(2- Mean Error  Interval of the
Sig taile Differen Differen Difference
F : t df d) ce ce Lower Upper
EGF Equal 3.58 .06 - 46 .001 - 7.95380 - -
R varianc 1 5 343 27.3000 43.310 11.289
es 2 0 18 82
assume

d
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Equal - 41.8 .001 - 7.95380 - -
varianc 3.43 84 27.3000 43.352 11.247
es not 2 0 74 26
assume
d
7. GDP
Descriptives
Std.
Penggolongan Statistic Error
GDP Kasus Mean 168.67 16.975
95% Confidence Lower 129.52
Interval for Mean Bound
Upper 207.81
Bound
5% Trimmed Mean 169.46
Median 171.00
Variance 2593.500
Std. Deviation 50.926
Minimum 90
Maximum 233
Range 143
Interquartile Range 95
Skewness -.362 117
Kurtosis -.942 1.400
Kontrol Mean 164.17 10.039
95% Confidence Lower 143.40
Interval for Mean Bound
Upper 184.93
Bound
5% Trimmed Mean 161.45
Median 155.50
Variance 2418.928
Std. Deviation 49.183
Minimum 100
Maximum 277
Range 177




Interquartile Range 69
Skewness .944 AT72
Kurtosis .365 918

Tests of Normality
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Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Penggolongan  Statistic df Sig. Statistic df Sig.
GDP Kasus 141 9 200" 936 9 543
Kontrol 124 24 200" 913 24 .040
*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction
Test Statistics?
GDP
Mann-Whitney U 96.500
Wilcoxon W 396.500
Z -.465
Asymp. Sig. (2-tailed) .642
Exact Sig. [2*(1-tailed .648°
Sig.)]
a. Grouping Variable:
Penggolongan
b. Not corrected for ties.
8. GDNPP
Descriptives
Std.
Penggolongan Statistic Error

GDNPP Kasus Mean 248.44 16.795

95% Confidence Lower 209.72

Interval for Mean Bound

Upper 287.17
Bound
5% Trimmed Mean 246.27
Median 248.00

Variance 2538.528
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Std. Deviation 50.384
Minimum 180
Maximum 356
Range 176
Interquartile Range 58
Skewness 1.023 117
Kurtosis 2.165 1.400
Kontrol Mean 266.88 14.377
95% Confidence Lower 237.13
Interval for Mean Bound
Upper 296.62
Bound
5% Trimmed Mean 261.56
Median 248.00
Variance 4960.636
Std. Deviation 70.432
Minimum 183
Maximum 456
Range 273
Interquartile Range 97
Skewness 1.123 472
Kurtosis .858 918

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Penggolongan Statistic df Sig. Statistic df Sig.
GDNPP Kasus 223 9 200" 925 9 432
Kontrol 161 24 107 901 24 .023

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction

Test Statistics?
GDNPP
Mann-Whitney U 97.500
Wilcoxon W 142.500

Z -.425
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Asymp. Sig. (2-tailed) 671
Exact Sig. [2*(1-tailed B77°
Sig.)]

a. Grouping Variable:
Penggolongan
b. Not corrected for ties.

VEGF_GENOTYPE

Valid Cumulative
Frequency Percent Percent Percent
Valid CC 21 43,8 43,8 43,8
CA 16 33,3 33,3 77,1
AA 11 22,9 22,9 100,0
Total 48 100,0 100,0

CCvsAA * Penggolongan Crosstabulation

Count
Penggolongan
NON-
DN DN Total
CCvsA CC 10 11 21
A AA 5 6 11
Total 15 17 32
Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,0142 1 ,907
Continuity ,000 1 1,000
Correction®
Likelihood Ratio ,014 1 ,907
Fisher's Exact Test 1,000 ,602
N of Valid Cases 32

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 5.16.

b. Computed only for a 2x2 table
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Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for 1,091 ,252 4,714
CCvsAA (CC/AA)
For cohort 1,048 ATT 2,303
Penggolongan = DN
For cohort ,960 ,488 1,888
Penggolongan = NON-
DN
N of Valid Cases 32

CAvVsAA * Penggolongan Crosstabulation

Count
Penggolongan
NON-
DN DN Total
CAvsA CA 9 7 16
A AA 5 6 11
Total 14 13 27
Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,3042 1 ,581
Continuity ,025 1 ,873
Correction®
Likelihood Ratio ,305 1 ,581
Fisher's Exact Test ,704 ,436
N of Valid Cases 27

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 5.30.

b. Computed only for a 2x2 table



Risk Estimate

95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for 1,543 ,329 7,226
CAvVsAA (CA/AA)
For cohort 1,238 ,568 2,695
Penggolongan = DN
For cohort ,802 ,370 1,740
Penggolongan = NON-
DN
N of Valid Cases 27

CACCvsAA * Penggolongan Crosstabulation

66

Count
Penggolongan
NON-
DN DN Total
CACCvsA CC+CA 19 18 37
A AA 5 6 11
Total 24 24 48
Chi-Square Tests
Asymptotic
Significance Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df (2-sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square ,1182 1 731
Continuity ,000 1 1,000
Correction®
Likelihood Ratio ,118 1 731
Fisher's Exact Test 1,000 ,500
N of Valid Cases 48

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 5.50.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate



95% Confidence
Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for 1,267 ,328 4,889
CACCvsAA (CC+CA/
AA)
For cohort 1,130 ,550 2,319
Penggolongan = DN
For cohort ,892 474 1,680

Penggolongan = NON-
DN

N of Valid Cases

48
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a. Sampel DNA

d. PCR

Dokumentasi Penelitian
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e. Pembuatan Agar

g. Pembacaan Produk dari Komputer
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M1 2 3 4 5 6 7 8 K

353 bp
200b 243 bp Alel C
£ 149bp Alel A
100 bp

AA CA CA CA AA AA CC AA

Persiapan sampel dan BHP lainnya
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