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ABSTRAK

Nama : Zita Anieselia
Program studi : Magister Biomedik - Kekhususan Farmakologi

Judul : Kadar 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F,, dalam urin wanita pas-
camenopause alami dan pramenopause yang minum aspirin
100mg

Prevalensi penyakit kardiovaskular meningkat dengan tajam pada wanita
pascamcnopause. Pada wanita pascamenopause terjadi peningkatan produksi
trombosit dan penurunan produksi prostasiklin Aspirin dosis rendah (75 — 150 mg)
telah lama dikenal sebagai penghambat agregasi trombosit. Aspirin bekerja dengan
menghambat produksi tromboksan (suatw zat proagregasi trombosit dan
vasokonstriktor poten) serta produksi prostasiklin (suatu zat antiagregasi trombosit
dan vasodilator poten).

Studi ini merupakan uji klintk tidak tersamar dengan 2 kelompok paralel.
Kelompok pertama terdiri dari 15 orang wanita pramenopause (= 40 tahun) dan
kelompok kedua 15 orang wanita pascamenopause yang telah henti haid selama 3 - 5
tahun, Urin 24 jam dikumpulkan dari setiap subyek sebelum dan sesudah minum
aspirin 100 mg selama 7 hari berturut-turnt. Kadar prostasiklin dalam urin dalam
bentuk metabolitnya, 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F,,, dianalisis menggunakan
metode EIA (Enzyme immunoassay). Tromboksan, dalam bentuk metabolitnya (11-
dehidro-tromboksan-B;), juga diukur dalam sampel urin ini pada studi terdahulu.

Studi terdahulu menunjukkan bahwa aspirin menurunkan kadar tromboksan
secara bermakna pada kedua kelompok dengan persentase penurunan yang lebth
besar secara bermakna pada wanita pascamenopause dibandingkan wanita
pramenopause. Hasil studi ini menunjukkan bahwa aspirin menurunkan kadar
prostasiklin secara bermakna pada wanita pramenopause (selisih = 78,44 ngfg
kreatinin; p = 0,001) maupun wanita pascamenopause (selisih = 35,71 ng/g kreatinin;
p < 0,001), namun persentase penurunan antara kedua kelompok tidak berbeda
bermakna (46,26% vs. 40,94%; p = 0,574). Penurunan kadar tromboksan dan
prostasiklin oleh aspirin perlu dibandingkan (dalam bentuk penurunan rasio kadar 11-
dehidro-fromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F,, dalam wrin) untuk
menilai efikasi aspinin sebagai antitrombotik. Perhitungan rasio kadar 11-dehidro-
tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-Fi. sebelum pemberian aspirin jauh
lebih tinggi pada wanita pascamenopause dibandingkan wanita pramenopause (4,09
vs. 1,13; p = 0,001). Penurunan rasio kadar 11-dchidro-tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-
keto-prostaglandin-Fi, oleh aspirin jauh lebih besar pada wanita pascamenopause
dibandingkan wanita pramenopause (1,91 vs. 0,17; p = 0,022).

Dengan demikian disimpulkan bahwa aspirin menurunkan kadar prostasiklin
secara bermakna pada masing-masing kelompok dengan persentase penurunan yang
tidak berbeda antara kedua kelompok, namun menurunkan rasio kadar 11-dehidro-
tromboksan-B;/ 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-Fy, yang jauh lebih besar pada wanita
pascamenopause dibandingkan pada wanita pramenaopause.

Kata kunci:
2,3-dinor-6-kelo-prostagiandin-F,,, aspirin dosis rendah, wanita pascamenopause,
rasio tromboksan/prostasiklin
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ABSTRACT

Name : Zita Arieselia
Study Program : Master Program in Biomedical Science
Title : Urinary 2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin-F;, in healthy

postmenopausal women and premenopausal women
receiving aspirin 100 mg

The prevalence of cardiovascular diseases in women increases sharply
after menopause. In postmenopausal women, thromboxane production increases
while prostacyclin production decreases. Low dose aspirin (75 — 150 mg) has long
been known as an antiplalelet aggrepator. Aspirin reduces the production of both
thromboxane (potent thrombocyte aggregator and vasoconstrictor) and
prostacyclin (anti thrombocyte aggregator and potent vasodilator).

The present study was an open-label clinical trial with 2 parallel groups.
One group consisted of 15 premenopausal women (age > 40 years) while the other
group 15 postmenopausal women (for 3 — 5 years). Twenty-four hours urine was
collected from each subject before and after aspirin 100 mg daily for 7 days. The
concentration of prostacyclin was measured as its metabolite (2,3-dinor-6-keto-
prostaglandin-F o) in urine using EIA (Enzyme Immunoassay). Thromboxane as
its urinary metabolites (11-dehidro-tromboksan-B;) was also measured in these
same urine samples in the previous study.

Previous study showed that aspirin significantly reduced thromboxane in
both groups, with significantly larger percentage reduction in postmenopausal
women compared to premenopausal women, Resulits of the present study showed
that aspirin reduced prostacyclin significantly in both premenopausal women
(mean difference = 78.44 ng/g creatinine; p = 0.001) and postmenopausal women
{mean difference = 35.71 ng/g creatinine; p < 0.001), but the percentage reduction
between the groups was not significantly different (46,26% vs. 40,94%; p =
0,574). The decrease in thromboxane and prostacyclin should be compared (as the
decrease in the ratio of 11-dehidro-tromboksan-B> / 2.3-dinor-6-keto-
prostaglandin-Fyq) to assess aspirin efficacy as an antithrombofic. Calculation of
the ratio of 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F; before
aspirin consumption was much higher in postmenopausal women compared to
that in premenopausal women (4.09 vs. 1,13; p = 0.001). The decrease in 11-
dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F;, ratio by aspirin was
found much larger in postmenopausal women compared to that in premenopausal
women (1,91 vs. 0.17; p=0.022).

It was concluded that aspirin reduced prostacyclin significantly in each
group with nonsignificant percentage reduction between groups, but reduced the
11-dehidro-tromboksan-Bs / 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-Fiq ratio much larger
in postmenopausal women compared 1o that in premenopausal women.

Keywords:
2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F, low dose aspirin, postmenopausal women,
thromboxane/prostacyclin ratio.
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BABI
PENDAHULUAN

1.1. LATAR BELAKANG

Prevalensi penyakit kardiovaskular meningkat pada orang lanjut usia.
Pada wanita pascamenopause angka kejadian penyakit kardiovaskular
meningkat dengan curam. Satu dari 9 wanita usia 45 tahun - 64 tahun akan

mengalami penyakit kardiovaskular, sedangkan 1 dari 3 wanita usia 65 tahun

' atau lebih akan mengalami penyakit kardiovaskular.,! Wanita yang mengalami

serangan jantung memiliki kemungkinan kematian 2 kali lebih besar
dibandingkan pria pada 2 minggu pertama.' Studi mengenai penyakit
kardiovaskular dahulu lebih banyak dilakukan pada pria karena persepsi bahwa
penyakit jantung kebanyakan terjadi pada pria. Namun, belakangan ini studi
penyakit kardiovaskular mulai menggunakan subyek wanita.

Perkembangan penyakit kardiovaskular pada wanita mengalami
keterlambatan sekitar 10 tahun dibandingkan pada pria. Menurut Framingham
Point Score, risiko penyakit kardiovaskular pada wanita mulai meningkat saat
usia 40 tahun.? Hal ini disebabkan karena adanya faktor proteksi dari estrogen.
Estrogen menjaga pembuiuh darah dari kontraksi yang berlebihan.! Selain itu,
progesteron meningkatkan produksi prostasiklin dengan cara meningkatkan
ekspresi dan aktivitas COX-1 dan COX-2> Pada wanita pascamenopause
terjadi ketidakseimbangan antara produksi tromboksan dan prostasiklin.*
Prostasiklin yang disintesis oleh enzim e¢yclooxygenase (COX) pada
endotelium merupakan vasodilator poten dan inhibitor agregasi trombosit.
Sedangkan tromboksan A; yang disintesis oleh COX-1 pada trombosit
merupakan penyebab vasokonstriksi dan stimulus poten untuk agregasi
trombosit.*

Aspirin dosis rendah (75 mg — 150 mg) telah lama dikenal sebagai
penghambat agregasi trombosit. Mekanisme penghambatan agregasi trombosit
oleh aspirin adalah melalui asetilasi enzim COX pada trombosit secara

ireversibel. Pada proses ini, gugus asetil dari aspirin akan berikatan secara
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kovalen dengan gugus hidroksil pada residu serin 529 dari COX-1. Proses
asetilasi pada residu serin ini mengakibatkan terjadinya pangguan interaksi
enzim COX-1 dengan substrat asam arakidonat. Akibat terganggunya enzim
COX-1, maka asam arakidonat tidak dapat dikatalisasi menjadi endoperoksida
dan akibatnya prostaglandin, prostasiklin dan tromboksan tidak terbentuk.
Trombosit yang telah diinaktivasi enzim COX-nya oleh aspirin tidak dapat
membentuk tromboksan selama sisa hidupnya, yaitu + 10 hari, karena
trombosit tidak mempunyai inti sel, sehingga tidak memiliki kemampuan
untuk meresintesis enzim COX. Prostasiklin yang dihasilkan oleh sel endotel
juga akan terhambat pembentukannya, namun karena sel endotel mampu
melakukan sintesis protein, maka enzim COX yang telah diinaktivasi dapat
diresintesis kembali. Pada suatu penelitian dengan menggunakan otot polos
dari aorta tikus, jumlah prostasiklin yang dilepaskan tergantung dari jumlah
asam arakidonat yang tersedia. Setelah pemberian aspirin maka kemampuan
untuk mensintesis prostasiklin akan rusak. Namun bila medium yang
mengandung aspirin disingkirkan, maka kemampuan sel untuk mensintesis
prostasiklin akan kembali dengan cepat. Kadar prostasiklin akan mencapai 2
kali kadar sebelum pemberian aspirin dalam waktu 4 jam.’

Penggunaan aspirin dosis rendah bersifat protektif pada pasien dengan
peningkatan risiko kejadian oklusi pembuluh darah seperti pada infark miokard
ataupun stroke nonhemoragik.® Aspirin dosis rendah telah terbukti efektif sebagai
pencegahan sekunder pada pasien dengan penyakit kardiovaskular, namun
penggunaan aspirin dosis rendah sebagai pencegahan primer masih banyak
menimbulkan kontroversi.

Women's Health Study yang dilakukan pada tahun 2005 mencoba mencari
rasionalisasi penggunaan aspirin sebagai pencegahan primer terhadap penyakit
kardiovaskular pada wanita > 45 tahun dengan endpoint kiinis. Penelitian ini
melibatkan 39.876 wanita sehat yang diberi aspirin 100 mg setiap 2 hari selama
10 tahun dengan pembanding plasebo. Hasilnya menunjukkan bahwa terdapat
penurunan risiko stroke iskemik secara bermakna pada kelompok dengan

intervensi aspirin 100 mg dibandingkan kelompok plasebo, sedangkan penurunan
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risiko infark miokard tidak bermakna dan peningkatan stroke hemoragik juga
tidak bermakna secara statistik.’

Pengukuran prostasiklin dalam penelitian ini menggunakan metabolitnya,
yaitu 2,3-dinor 6-keto PGF-1a dari urin subyek. Pengukuran prostasiklin dengan
menggunakan darah tidak praktis karena prostasiklin tidak stabil dan perkiraan
indirek menunjukkan bahwa kadamya dalam plasma < 1 ng/L.2 Pengukuran
metabolit yang menggunakan bahan urin ini juga menguntungkan karena
pengukurannya menjadi tidak invasif.

Prostasiklin dikonversi dengan cepat menjadi beberapa metabolitnya,
termasuk 6-keto-PGF, yang terbentuk akibat reaksi hidrolisis nonenzimatik
dalam pembuluh darah dan jaringan lain dan 2,3-dinor-6-keto-PGF,,.” Beta
oksidasi 6-keto-PGF;, menjadi b_entuk dinornya terjadi di hati.!”

Teknik yang digunakan untuk mengukur 2 metabolit utama (6-keto-PGFq
dan 2,3-dinor-6-keto-PGF,) dari prostasiklin adalah Enzyme ImmunoAssay
(EIA)." Kadar 6-keto-PGF, dan metabolit dinor untuk pria dewasa normal
adalah 107 (SD 45) dan 171 (SD 69) ng/g kreatinin (n=18) dan untuk wanita
dewasa 45 (SD 22) dan 141 (SD 28) ng/g kreatinin (n=15).”

Penelitian ini ingin mengetahui kadar 2,3-dinor-6-keto-PGFy, dengan
metode EIA sebelum dan setelah penggunaan aspirin pada wanita pramenopause
berusia > 40 tahun dan wanita pascamenopause (telah berhenti haid 3 — 5 tahun)
alami yang sehat untuk menilai penggunaan aspirin sebagai pencegahan primer
bagi subyek tersebut. Karena penggunaan aspirin akan menurunkan kadar
tromboksan dan prostasiklin, maka perlu dibandingkan penurunan keduanya
sehingga diketahui apakah aspirin efektif sebagai pencegahan primer penyakit
kardiovaskular pada wanita pramenopause > 40 tahun dan pascamenopause

alami.

1.2. RUMUSAN MASALAH

Penggunaan aspirin dosis rendah sebagai pencegahan primer terhadap
stroke iskemik pada wanita > 45 tahun telah terbukti pada WHS (berbeda
bermakna dibandingkan placebo). Aspirin dapat menghambat agregasi trombosit

dengan cara menginaktivasi enzim COX, sehingga tromboksan menurun.
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Namun, prostasiklin yang merupakan vasodilator poten dan inhibitor agregasi
trombosit juga menurun. Dalam penelitian ini ingin diketahui bagaimana kadar
prostasiklin  sebelum dan setelah penggunaan aspirin pada wanita
pascamenopause alami dan wanita pramenopause. Kadar prostasiklin sebelum
dan setelah penggunaan aspirin akan dibandingkan dengan penurunan
tromboksan sebelum dan setelah pemberian aspirin untuk mengetahui apakah
aspirin efektif sebagai antiagregasi trombosit. Perbandingan ini dilaporkan dalam
bentuk rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / kadar 2 3-dinor-6-keto-PGF
pada kelompok wanita pascamenopause dan wanita pramenopause yang diben
aspirin 100 mg sehari selama 7 hari berturut-turut. 11-dehidro-tromboksan-B,
dan 2,3-dinor-6-keto-PGF,, merupakan metabolit yang stabil dari tromboksan
dan prostasiklin dalam urin. Pengukuran kadar 11-dehidro-tromboksan-B, dalam
urin subyek penelitian yang sama telah dilakukan dan menunjukkan bahwa
persentase penurunan kadar 11-dehidro-tromboksan-B; lebih besar pada
kelompok wanita pascamenopause dibandingkan pada kelompok wanita

pramenopause.

1.3. TUJUAN PENELITIAN
1.3.1. Tujuan Umum
Menilai efek antitrombotik aspirin dosis rendah pada wanila

pramenopause dan pascamenopause sehat.

1.3.2. Tujuan Khusus
1. Mengetahui hambatan produksi prostasiklin oleh aspirin melalni pengukuran
kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, dalam urin sebelum dan sesudah pemberian

aspirin pada wanita pramenopause dan wanita pascamenopause sehat

2. Mengelahui rasio hambatan produksi tromboksan dan prostasiklin oleh

aspirin pada wanita pascamenopause dan wanita pramenopause sehat dengan
membandingkan penurunan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-
dinor-6-keto-PGF. dalam urin.
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2.1. HIPOTESIS

1. Pemberan aspirin dosis rendah akan menyebabkan hambatan produksi 2,3-
dinor-6-keto-PGF;, dalam urin wanita pramenopause dan wanita
pascamenopause, namun persentase hambatannya tidak berbeda bermakna
antara wanita pramenopause dan wanita pascamenopause.

2. Pemberian aspirin dosis rendah akan menghasilkan penurunan rasio kadar
11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF . yang lebih besar pada

kelompok wanita pascamenopause dibandingkan pada wanita pramenopause.

2.1. KERANGKA TEORI

Asam Arakidonat

1 COX-1/ COX-2

PGG,
Prostasiklin sintase Thromboxane sintase
PGL, | 2 —» | TXA;
Hidrolisis l l Hidrolisis
6-keto-
PGD PGF PGE TXB
PGF]Q, z . G z 2
[B-oksidasi l l
2,3-dinor-6- 11-dehidro-
keto-PGFiq tromboksan-B:»
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2.2. KERANGKA KONSEP

Wanita Pascamenopause
(tidak terdapat estrogen)

Wanita Pramenopause
(terdapat estrogen)

Faktor yang mempengaruhi:
— ATL, estrogen —

Asam arakidonat Asam arakidonat

COX 1/COX2 ’Jf ~ Aspirin > %

PGG; | PGG; ||
L) N
PGI; | E TXA; | ! i TXA; |} E PGIL; |]

l —_— &> l

cheorGht| E ]} | Tl || exoron,
N N ) N, m— 11
¢ v v !
2,3-dinor-6-keto- i 11-dTXB; E i 11-dTXB," i 2,3 dinor-6-keto
PGFiq} g ] P 1l ; PGFle [
Keterangan:

= : jalur pembentukan dan metabolisme prostasiklin (2,3-dinor-6-keto-PGF,, diukur pada
penelitian ini menggunakan pemeriksaan EIA)

————p : jalur pembentukan dan metabolisme tromboksan (11-dTXB; divkur pada penelitian
sebelumnya menggunakan pemeriksaan EIA)

* Pengukuran kadar 11-dTXB2 telah dilakukan dalam sampel yang sama pada penelitian

sebelumnya
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2.3. Manfaat Penelitian
Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3- dinor-6-keto-PGF,, pada

wanita pascamenopause dapat digunakan sebagai masukan bahwa kondisi
pascamenopause merupakan faktor risiko terhadap kejadian kardiovaskular,
Penurunan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B, / 2,3- dinor—ﬁ-keto-PGFlu
akibat pemberian aspirin 100 mg/hari pada wanita pascamenopause yang
dibandingkan dengan wanita pramenopause menunjukkan efek antitrombotik
aspirin dosis rendah pada wanita pascamenopause. Hal ini dapat
dipertimbangkan sebagai efektivitas penggunaan aspirin dosis rendah untuk
pencegahan penyakit kardiovaskular pada wanita pascamenopause. Namun,
penelitian ini merupakan penelitian pendahuluan, Bila hipotesisnya terbukti maka
diperlukan penelitian lebih lanjut dengan jumlah sampel yang memadai untuk

mengkonfirmasi hasil yang diperoleh pada penelitian ini.

Universitas Indonesia
Kadar2,-3-dinor..., Zita Ariesella, FK Ul, 2009



BABII
TINJAUAN PUSTAKA

2. 1. TREN PENYAKIT KARDIOVASKULAR PADA WANITA

Penyakit kardiovaskular merupakan penyebab kematian terbesar di Amerika
Serikat pada tahun 2004.'' Penyakit kardiovaskular yang dimaksud adalah
penyakit jantung koroner (angina pektoris tidak stabil dan infark miokard), gagal
jantung dan stroke.’? Penyakit ini disebabkan adanya oklusi pada pembuluh darah,
yang merupakan manifestasi inflamasi kronis terhadap trauma maupun infeksi.”
Penyakit kardiovaskular bertanggung jawab terhadap 864 480 kematian di
Amerika pada tahun 2005 (35,3% dari seluruh kematian)."* Walaupun penyakit-
penyakit tersebut diatas mengalami penurunan insiden dan angka kematian,
namun masih merupakan penyebab utama kematian. Penurunan insiden dan angka
kematian disebabkan telah banyaknya penelitian yang mengangkat topik ini dan
hasilnya telah banyak diterapkan untuk preventif dan terapi, sepertt perubahan
pola makan yang dapat menyebabkan obesitas, kebiasaan merokok, pengendalian
tekanan darah tinggi, dan pengendalian terhadap kadar kolesterol.

Kejadian penyakit kardiovaskular pada wanita berbeda dengan pria.
Walaupun prevalensi dan mortalitas pada wanita akibat penyakit kardiovaskular
masih dibawah pria, namun terjadi peningkatan prevalensi pada wanita
pascamenopause. Estrogen juga dianggap dapat memproteksi wanita terhadap
penyakit kardiovaskular pada usia subur. Hal ini terbukti karena ternyata pada
wanita usia subur yang memiliki faktor risiko yang sama dengan pria, seperti
kebiasaan merokok, kadar kolesterol darah yang tinggi dan riwayat keluarga
dengan penyakit kardiovaskular, memiliki prevalensi yang lebih rendah
dibandingkan pria dengan usia yang sama. Namun proteksi ini bersifat sementara,
karena pada wanita pascamenopause insiden penyakit kardiovaskular meningkat

sejalan dengan bertambahnya usia.'>
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Gambar 1 : Perbandingan angka kejadian penyakit kardiovaskular pada
Framingham study berdasarkan gender dan usia.'*

2.2. WANITA PASCAMENOPAUSE DAN PENYAKIT
KARDIOVASKULAR

Menopause adalah saat henti haid pada seorang wanita sebagai akibat dari
penurunan fungsi ovarium.'® Kurun waktu 4-5 tahun sebelum menopause disebut
masa pramenopause, sedangkan 3-5 tahun setelah menopause disebut
pascamenopause, Masa pramenopause, menopause dan pascamenopause dikenal
sebagai masa klimakterium sedangkan keluhan-keluhan yang terjadi pada masa
tersebut disebut sindrom klimakterik.'® Secara endokrinologis, masa klimakterium
ditandai dengan turunnya kadar estrogen dan meningkainya sekresi gonadotropin.
Gambaran klinis dari defisiensi estrogen dapat berupa gangguan neurovegetatif,
gangguan psikis, gangguan somatik, dan gangguan siklus haid.'® Gangguan
neurovegetatif/ vasomotor dapat muncul sebagai hot flushes, produksi keringat
yang banyak, rasa kedinginan, sakit kepala, berdebar-debar, dan gangguan usus.
Gangguan psikis muncul dalam bentuk mudah tersinggung, depresi, kelelahan,
semangat berkurang, dan sulit tidur. Gangguan somatik berupa gangguan haid
atau amenorea, kolpitis atrofikans, inkontinensia urin, disuria, penyakit kulit
klimakterik, osteoporosis, artritis, aterosklerosis, sklerosis koroner, dan

adipositas.'®
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Salah satu pilihan bagi wanita pascamenopause untuk mengurangi keluhan
akibat defisiensi estrogen adalah dengan menggunakan Hormone Replacement
Therapy (HRT). Saat ini banyak sekali pro dan kontra mengenai penggunaan HRT
pada wanita pascamenopause. Hal ini menyangkut keuntungan dan kerugian yang
akan dihadapi oleh pengguna HRT. Sebuah penelitian besar telah dilakukan oleh
Women's Health Initiative (WHI), dengan melibatkan 161.809 wanita
pascamenopause yang berusia 50-79 tahun.'” Tujuan dari studi WHI adalah untuk
melihat kerugian dan keuntungan penggunaan HRT kombinasi pada wanita
pascamenopause. Penelitian ini direncanakan berlangsung selama 8,5 tahun,
dengan intervensi estrogen kuda 0,625 mg/hari dan medroksiprogesteron asetat
2,5 mghari. Studi WHI ini kemudian dianjurkan untuk dihentikan oleh Data
Safety and Monitoring Board (DSMB) setelah berlangsung selama 5,2 tahun
dengan alasan peningkatan kanker payudara. Kesimpulan dari studi WHI ini
adalah bahwa penggunaan HRT kombinasi ini tidak dianjurkan untuk diberikan
sebagai prevensi primer dari penyakit jantung koroner.!” Walaupun demikian,
terdapat penurunan risiko kanker kolorektal dan osteoporosis.'®

One Million Women Study merupakan studi kohort dengan subyek
1.084.110 wanita usia 50-64 tahun yang dilakukan di Inggris. Studi ini dirancang
untuk mengetahui efek dari penggunaan HRT terutama terhadap kanker payudara.
Dalam studi ini tipe HRT yang digunakan adalah estrogen saja dan kombinasi
antara estrogen dan progesteron. Perekrutan subyek dimulai pada tahun 1996 dan
berakhir pada tahun 2001. Hasil studi ini terhadap kanker payudara adalah bahwa
pengguna HRT estrogen memiliki RR 1,30 [95% CI 1,21-1,40] sedangkan
pengguna HRT kombinasi memiliki RR 2,00 [1,88 — 2,12]."° Hasil penelitian
terhadap kanker endometrium untuk pengguna HRT estrogen memiliki RR 1,45
[95% CI 1,02 — 2,06] dan pengguna HRT kombinasi memiliki RR 1,05 [0,91-
1,22].%

Efek samping penggunaan HRT yang telah diketahui adalah kanker
payudara, stroke, penyakit jantung dan tromboembolisme vena. Pada penelitian
yang dilakukan oleh Heart and Estrogen/ Progestin Replacement Study (HERS),
dikatakan bahwa risiko terjadinya tromboembolisme vena merupakan satu-

satunya risiko yang memiliki perbedaan signifikan dengan kelompok plasebo,
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namun HRT tidak dianjurkan sebagai pencegahan terhadap penyakit
kardiovaskular pada wanita pascamenopause.'®

Seperti yang telah disebutkan sebelumnya, angka kejadian penyakit
kardiovaskular pada wanita meningkat dengan drastis pada usia diatas 50 tahun,
dan pada usia ini kebanyakan wanita telah mengalami henti haid. Karena itulah
diduga estrogen sebagai faktor proteksi wanita dari penyakit kardiovaskular.
Penurunan estrogen menyebabkan perubahan profil lipid, yaitu penurunan
kolestrol HDL (high-density lipoprotein) (-0,09 vs. 0,00 mmol/L; p = 0,01),
peningkatan LDL (low density lipoprotein) (+0,31 vs +0,14 mmol/L; p = 0,04),
peningkatan trigliserida, peningkatan tekanan darah sistolik, dan peningkatan
kadar gula darah puasa Perubahan profil lipid pada wanita pascamenopause ini
menyebabkan peningkatan risiko penyakit jantung koroner. >

Pada sebuah penelitian juga dibuktikan bahwa 17 beta estrogen yang
diberikan secara intrakoroner kepada wanita pascamenopause normal
menunjukkan perubahan diameter arteri koroner (mengecil 0,17 mm, p < 0,003),
peningkatan aliran darah koroner (61 mL/menit, p< 0,05) dan penurunan kadar
endotelin-1 bermakna yang berbanding terbalik dengan konstriksi arteri koroner
(r = -0,40, p = 0,03) dan berbanding lurus dengan peningkatan aliran darah koro-
ner (r= 0,54, p=0,01).2

Selain itu, pada penelitian lain disimpulkan bahwa pada wanita
pascamenopause juga terjadi peningkatan produksi tromboksan A, dan penurunan
prostasiklin yang terdeteksi lewat metabolitnya di urin (11-dehidro tromboksan-B;
dan 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F1.). Penelitian tersebut melibatkan 105
wanita pramenopause dan 106 wanita pascamenopause sehat. Tromboksan
merupakan substansi proagregasi trombosit dan vasokonstriktor poten, sedangkan
prostasiklin sebaliknya. Hal ini menyebabkan peningkatan timbulnya trombosis
yang berakibat peningkatan risiko penyakit kardiovaskular pada wanita
pascamenopause.”

Dengan demikian, keadaan pascamenopause sendiri merupakan faktor
risiko terhadap penyakit kardiovaskular yang membutuhkan tindakan pencegahan
primer, seperti halnya kebiasaan merokok ataupun kadar LDL yang tinggi.
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2.3. PENCEGAHAN PENYAKIT KARDIOVASKULAR PADA WANITA

Penyakit kardiovaskular merupakan salah satu penyakit yang banyak
diperhatikan karena angka kejadian dan mortalitas yang tinggi. Banyak usaha
yang dilakukan dalam rangka menurunkan insidens dan mortalitas akibat penyakit
kardiovaskular. American Heart Association mengeloarkan guideline untuk
mencegah penyakit kardiovaskular pada wanita pada tahun 2007 berdasarkan
klasifikasi risiko penyakit kardiovaskular.??

Tabel 1 : Klasifikasi risiko penyakit kardiovaskular pada wanita.”

Status risiko Kriteria
Risiko tinggi Penyakit jantung koroner yang nyata
Penyakit serebrovaskular
Penyakit arteri perifer

Aneurisma aorta abdorinal

Penyakit ginjal kronis atau terminal

Diabetes mellitus

Perhitungan risiko 10 tahun berdasarkan skor Framingham > 20%

Risike sedang Terdapat > 1 faktor risiko mayor untuk penyakit kardiovaskular, termasuk:
Kebiasaan merokok
Pola makan yang buruk
Kurang olahraga
Obesitas
Riwayat keluarga dengan penyakit kardiovaskular premature (kejadian
penyakit kardiovaskular pada pria < 55 tahun dan wanita < &5 tahun)
Hipertensi
Dislipidemnia
Terdapat penyakit vascular subklinis (contoh: kalsifikasi koroner)
Sindrom metabolik
Kapasitas latihan yang buruk pada tes freadmill dan/atau laju jantung yang
abnormal setelah selesai latihan

Risiko rendah Perhitungan risiko 10 tshun berdasarkan skor Framingham < 10 dan memiliki
gaya hidup yang sehat tanpa faktor risiko apapun.

Berdasarkan guideline yang sama, disarankan bahwa aspirin tidak digunakan
sebagai pencegahan primer pada wanita sehat berusia < 65 tahun. Guideline ini
dibuat dengan alasan bahwa intervensi tersebut tidak berguna atau tidak efektif
dan mungkin dapat membahayakan. Namun, dikatakan pula untuk kondisi
tersebut hanya terdapat sedikit bukti atau keterbatasan data yang berasal dari
penelitian-penelitian dengan randomisasi tersamar tunggal atau tanpa

. .
randomisasi.>
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2.4. PROFIL ASPIRIN

Aspirin (asam asetilsalisilat} merupakan obat yang pertama kali dipatenkan
sebagai analgesik dan antipiretik pada tahun 1900, Salisin, yang merupakan bahan
aktif dari aspirin, diisolasi dari pohon willow pada tahun 1829. Pada tahun 1960,
diketahui bahwa aspirin dosts rendah juga memiliki efek antiagregasi trombosi_t.24
2.4.1.Farmakokinetik aspirin™”’
2.4.1.1. Absorpsi

Aspirin oral diabsorpsi dengan cepat, sebagian kecil oleh lambung dan
sebagian besar oleh usus halus bagian proksimal. Laju absorpsi ditentukan oleh
berbagai faktor, seperti waktu disintegrasi dan disolusi tabletnya, pH, dan waktu
pengosongan lambung,

Absorpsi aspirin terjadi secara difusi pasif melewati membran
gastrointestinal sehingga dipengaruhi pH lambung. Pada pH tinggi, aspirin lebih
terionisasi, namun terjadi peningkatan solubilitas dan disolusi tablet aspirin,
sehingga secara keseluruhan resultante yang didapatkan adalah peningkatan
absorpsi. Adanya makanan akan menunda absorpsi aspirin.

Kadar tromboksan B, dalam serum setelah pemberan aspinn 20 mg secara
oral menurun hingga mencapat kadar paling rendah pada + menit ke-20 setelah
pemberian aspirin, sedangkan kadar aspirin dalam plasma meningkat hingga
mencapai puncaknya setelah menit ke-20.%° Hal ini menunjukkan bahwa aspirin
bekerja menurunkan tromboksan B; pada saat aspirin berada dalam sirkulasi
presistemik.?® Ini berarti, vena porta merupakan site of action dari efek

antiagregasi trombosit aspirin dosis rendah.

2.4.1.2. Distribusi

Setelah diabsorpsi, aspirin didistribusikan hampir ke seluruh jaringan tubuh
dan terutama dalam cairan transelular. Aspirin hanya dapat terdeteksi dalam
plasma dalam waktu yang singkat karena ia akan terhidrolisis dalam plasma, hati
dan eritrosit. Sebagian besar salisilat (80% - 90%) akan berikatan dengan protein

plasma, terutama albumin.
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2.4.1.3. Metabolisme dan ekskresi

Aspirin mengalami biotransformasi dalam banyak jaringan, namun yang
terbanyak adalah dalam retikulum endoplasma hati dan mitokondria Salisilat
diekskresi dalam urin dalam bentuk asam salisilat bebas (10%), selicyluric acid
(75%), salicylic phenolic (10%), asil glukuronida (5%) dan gentisic acid (<1%).
Ekskresi salisilat bebas memiliki kadar yang bervariasi tergantung pada pH urin.
Bila pH unn basa, maka 30% dari obat akan diekskresi dalam bentuk salisilat
bebas, sedangkan bila urin asam, maka ekskresinya hanya 2%.

Waktu paruh aspirin = 15 memt Kadar plasma asam salisilat dapat
meningkat pada kondisi penurunan laju filtrast glomerulus atau penurunan sekresi

tubulus proksimal pada penyakit ginjal.

2.4.2. Mekanisme kerja aspirin sebagai obat antiagregasi trombosit

Trombosit berfungsi sebagai hemostatk pada daerah dengan trauma
vaskular, namun trombosit juga berperan dalam trombosis patologis vang
menyebabkan infark miokard, stroke dan trombosis vaskular perifer.

Proses yang menyebabkan trombosis, inflamasi, penyembuhan luka dan
alergi dimodulasi oleh metabolit arakidonat teroksigenasi dam eicosanoid.
Mekanisme kerja dasar dari obat antitrombosis adalah gangguan pada sintesis
eicosanoid ini.*

Dosis yang paling efektif sebagai penghambat agregasi trombosit ini adalah
75-150 mg.’ Dosis yang lebih tinggi tidak memberikan efikasi yang lebih baik
karena adanya hambatan terbadap produksi prostasikiin yang jauh lebih tinggi.
Dosis yang lebih tinggi juga dikaitkan dengan peningkatan toksisitas, terutama
perdarahan. Aspirin 100 mg salut entenik bioekuivalen dengan aspirin 75 mg
tanpa salut.?’ Aspirin atau asam asetilsalisilat dengan dosis 100 mg sekali sehari
telah diindikasikan untuk profilaksis infark miokard pada pasien dengan angina
pektoris tidak stabil, profilaksis pada pasien dengan riwayat infark miokard
terhadap serangan infark ulangan, profilaksis dari infark serebri setelah pasien
mengalami transient ischemic atiack (TLA), profilaksis pada pasien dengan
riwayat infark serebri terhadap serangan infark ulangan, profilaksis dan

tromboembolisme yang terjadi setelah operasi koroner atau vaskuler perifer dan
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prosedur intervensional lainnya (seperti operasi bypass, angioplasti koroner, A-V
shunts pada pasien yang akan dihemodialisis). Untuk mengurangi iritasi lambung,
dibuat tablet enteric-coated yang pecah di usus halus,

Produk siklooksigenase pada trombosit yang utama adalah tromboksan A,
yang merupakan perangsang agregasi tombosit dan vasokonstriktor poten.
Mekanisme dari penghambatan agregasi trombosit oleh aspirin adalah melalui
asetilasi enzim siklooksigenase pada trombosit secara ireversibel oleh aspirin.
Pada proses ini, gugus asetil dari aspirin akan berikatan secara kovalen dengan
gugus hidroksil pada residu serin 530 dari enzim siklooksigenase-1 (COX-1).
Proses asetilasi pada residu serin ini mengakibatkan terjadinya gangguan interaksi

enzim COX-1 tersebut dengan substrat asam arakidonat.

Gambar 2: Diagram metabolisme asam arachidonat via siklooksigenase
dan lipooksigenase dengan blokade oleh asam asetil salisilat (kiri).
Mekanisme molekular dari siklooksigenase yang dihambat oleh asam
salisilat adalah melalui asetilasi serin-330 pada enzim siklooksigenase-1
pada sel trombosit manusia menyebabkan inhibisi ireversibel interaksi
enzim dan substratnya, vaitu asam arakidonat (kanan),**

Akibat terganggunya enzim COX-1, maka asam arakidonat tidak dapat
dikatalisasi menjadi endoperoksidase, dan akibatnya prostaglandin, prostasiklin

dan tromboksan tidak terbentuk. Trombeoksan yang dihasilkan oleh trombosit
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merangsang agregasi trombosit dan vasokonstriksi. Dengan dihambatnya
siklooksigenase oleh aspirin, maka tromboksan pada trombosit tidak akan
terbentuk., Trombosit yang telah diinaktivasi enzim stklooksigenasenya oleh
aspirin tidak dapat membentuk tromboksan selama sisa hidupnya yaitu + 10 hari,
karena trombosit tidak mempunyai inti sel sehingga tidak memiliki kemampuan
untuk meresintesis enzim siklooksigenase.

Selain tromboksan, prostasiklin yang dihasilkan oleh sel endotel juga akan
terhambat pembentukannya. Berlawanan dengan tromboksan, prostasiklin

menyebabkan vasodilatasi dan bersifat menghambat agregasi trombosit.

Gambar 3: Gambaran antagonisme fisiologik dari prostasiklin yang
dihasilkan oleh endotel dan tromboksan A yang dihasilkan oleh trombosit.”*

Berbeda dengan trombosit, sel endotel mampu melakukan sintesis protein,
sehingga enzim siklooksigenase yang telah diinaktivasi oleh aspirin dapat
diresintesis kembali. Dalam sebuah penelitian dengan menggunakan otot polos
dari aorta tikus, jumlah prostasiklin yang dilepaskan tergantung dari jumlah asam
arakidonat yang tersedia. Setelah pemberian aspirin maka kemampuan untuk
mensintesis prostasiklin dan prostaglandin akan rusak. Namun bila medium yang
mengandung aspirin disingkirkan, maka kemampuan sel untuk mensintesis
prostasiklin akan kembali dengan cepat. Kadar prostasiklin akan mencapai 2 kali

kadar sebelum pemberian aspirin dalam waktu 4 jam."!
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Gambar 4: Recovery sintesis prostasiklin pada otot polos aorta tikus setelah
diberikan aspirin. Kultur dari otot polos aorta diinkubasi dengan media
HNCTC-135 yang mengandung aspirin 200 uM pada suhu 37°C selama 30
menit. Medium kemudian digantikan dengan medium pertumbuhan yang
mengandung serum 10%. Pada interval 4 dan 24 jam, medium diangkat, sel
dicuci dan monolayer diberikan asam arachidonat [1-'*C] selama 5 menit.
Produknya kemudian diekstraksi dari medium dan dianalisis dengan TLC. Plat
TLC dianalisis dengan Vanguard Scanner. Produk prostaglandin divisualisasi
dengan radioautografi dan dikuantifikasi dengan menggunakan kerokan dari
plat."!

Sebagai hasil akhir, maka penurunan tromboksan akan lebih tinggi dibandingkan
prostasiklin. Penurunan kadar tromboksan dan prostasiklin perlu dibandingkan
untuk melihat efektivitas penggunaan aspirin mengingat kerja keduanya
berlawanan. Perbandingan ini dilakukan dalam bentuk rasio kadar metabolit
tromboksan/ metabolit prostasiklin.

2.5. ASPIRIN SEBAGAI PENCEGAHAN PRIMER PENYAKIT
KARDIOVASKULAR PADA WANITA®
Randomized Controlled Trial (RCT) dengan tujuan membuktikan aspirin
dosis rendah sebagai pencegahan penyakit kardiovaskular pada wanita telah
banyak dilakukan, di antaranya:
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1. Hypertension Optimal Treatment trial (HOT)*

Penelitian ini melibatkan 18.790 subyek pria dan wanita (47%) dengan
hipertensi yang diintervensi dengan aspirin 75 mg/hari selama 4 tahun.
Aspirin menurunkan angka kejadian infark miokard (fatal dan nonfatal)
sebanyak 36% [95% CI = 0,49 — 0,85 ; p=0,002] dan semua kejadian
mayor yang berkaitan dengan penyakit kardiovaskular sebanyak 15%
[95% CL= 0,73 - 0,99; p=0,03].

2. Primary Prevention Project (PPP)°

Penelitian ini ingin membuktikan efikasi pembérian aspirin 100 mg/hari

“dengan atau tanpa vitamin E (300mg/hari) dengan desain faktorial 2x2,

acak dan tidak tersamar. PPP melibatkan 4495 subyek pria dan wanita
(58%) dengan faktor risiko kardiovaskular mayor > 1 (seperti usia lanjut,
hipertensi, diabetes melitus, obesitas, hiperkolesterolemia, dan riwayat
keluarga infark mickard prematur) yang diintervensi aspirin 100 mg/hari
selama 3,6 tahun. Hasilnya menunjukkan bahwa (relative risk} RR
terhadap kematian adalah 0,56 [95% CI = 0,31 — 0,99; p < (,05] dan
terhadap kejadian kardiovaskular total 0,77 [95% CI = 0,62 — 0,95; p=
0,035].

. Women’s Heaith Study (WHS)’

Pada tahun 2005, dilakukan WHS yang menggunakan aspirin dosis
rendah sebagai pencegahan primer penyakit kardiovaskular pada wanita.
Penelitian ini melibatkan 39 876 wanita sehat dengan usia 45 tahun atau
lebih. Intervensi yang diberikan berupa aspirin 100 mg vang diberikan
setiap 2 hari dengan pembanding plasebo. Subyek diintervensi selama 10
tahun dengan pengawasan terhadap kejadian kardiovaskular mayor
pertama, yaitu infark miokard nonfatal, stroke nonfatal, atau kematian
akibat gangguan kardiovaskular. Hasilnya menunjukkan bahwa terdapat
penurunan risiko stroke iskemik yang bermakna pada kelompok dengan
intervensi aspirin 100 mg dibandingkan kelompok plasebo, penurunan
risiko infark miokard tidak bermakna, dan peningkatan stroke hemoragik
tidak bermakna.
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Gambar 5: Laju kumnlatif insidens dari stroke, infark miokard, stroke
iskemik dan stroke hemoragik.”

Sebuah metaanalisis dilakukan pada tahun 2006 untuk menganalisis
penggunaan aspirin sebagai pencegahan primer penyakit kardiovaskular pada
wanita. Metaanalisis ini menggunakan 3 penelitian yang telah disebutkan diatas,
dan hasilnya adalah bahwa aspirin memberikan penurunan bermakna sebesar 12%
pada kejadian kardiovaskular, OR 0,88 [95% CI = 0,79 - 0,99; p = 0,03] dan
penurunan sebesar 17% pada stroke, OR 0,83 [95% CI=0,70 - 0,97; p = 0,02].

2.6. PENELITIAN KADAR 11-DEHIDRO-TROMBOKSAN-B; DALAM
URIN WANITA PASCAMENOPAUSE ALAMI DAN
PRAMENOPAUSE SEHAT YANG MINUM ASPIRIN 100 MG*' _

Penelitian yang dilakukan pada bulan November 2008 di Fakuitas
Kedokteran Universitas Indonesia ini bertujuan untuk menilai efek antitrombotik
aspirin pada wanita pascamenopause dan pramenopause sehat dengan cara
membandingkan hambatan produksi tromboksan A; oleh aspirin melalui
pengukuran kadar 11-dehidro-tromboksan-B, dalam urin sebelum dan sesudah
diberikan aspirin 100 mg. Hasil penelitian menunjukkan bahwa terdapat
perbedaan bermakna kadar 11-dehidro-tromboksan-B; sebelum dan sesudah

pemberian aspirin 100 mg, baik pada kelompok wanita pascamenopause {p <
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0,001; selisih = 0,58 pg/mg kreatinin; 95% CI = 0,47 — 0,68) maupun pada
kelompok pramenopause (p < (,001; selisih = 0,41 pg/mg kreatinin; 95% CI =
0,31 — 0,51). Kadar awal 11-dehidro-tromboksan-B; pada kelompok wanita
pascamenopause lebih tinggi secara bermakna dibandingkan dengan kadar awal
11-dehidro-tromboksan-Bz pada kelompok wanita pramenopause (p = 0,015;
249,66 pg/mg kreatinin vs. 161,60 pg/mg kreatinin; 95% CI 1,585 ~ 5,888).
Sedangkan kadar akhir 11-dehidro-tromboksan-B; tidak berbeda bermakna antara
kedua kelompok (p = 0,724; 25,13 pg/mg kreatinin vs. 25,95 pg/mg kreatinin;
95% CI 0,726 — 1,578). Persentase penurunan kadar 11-dehidro-tromboksan-B2
pada wanita pascamenopause lebih besar secara bermakna dibandingkan wanita
pramenopause (p = 0,021; 12,53% vs. 7,40%).

Dari penelitian ini dapat ditarik kesimpulan bahwa pemberian aspirin
menghambat secara bermakna produksi 11-dehidro-tromboksan-B; baik pada
wanita pramenopause, maupun pada wanita pascamenopause, namun persentase
penurunan kadar 11-dehidro-tromboksan-B; lebih tinggi secara bermakna pada
wanita pascamenopause, dibandingkan dengan wanita pramenopause. Hal ini
menyokong pemberian aspirin dosis rendah sebagai pencegahan primer terhadap
penyakit kardiovaskular pada wanita pascamenopause.

Namun, karena pemberian aspirin 100 mg ini juga menurunkan kadar
prostasiklin yang merupakan faktor proteksi terhadap penyakit kardiovaskular
(karena merupakan antiagregasi trombosit dan vasodilator kuat), maka perlu juga
dilakukan analisis terhadap penurunan prostasiklin dibandingkan dengan

penurunan tromboksan agar efikasi penggunaan aspirin lebih jelas.

2.7. 2,3-DINOR-6-KETO-PROSTAGLANDIN-F;, DALAM URIN
2.7.1. 2,3-dinor-6-keto-PGF, %

Prostasiklin merupakan vasodilator poten. Pemberian prostasiklin secara
intravena akan menyebabkan hipotensi yang nyata dan efek ini 5 kali lebih hebat
dibandingkan PGE,. Selain itu prostasiklin juga mempunyai sifat menghambat
agregasi trombosit. Prostasiklin akan berikatan dengan reseptor IP (inositol fosfat)
dan mengaktivasi adenilil siklase pada trombosit sehingga menghambat agregasi

trombosit.
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Prostasiklin terbentuk dari PGH; oleh prostasiklin sintetase dan dihidrolisis
secara nonenzimatik menjadi metabolit inaktifnya yaitu 6-keto-PGF,, dengan
waktu paruh 3 menit dalam plasma. 6-keto-PGFj, ini mengalami B oksidasi

menjadi 2,3-dinor-6-keto-PGF, yang merupakan metabolit prostasiklin utama

dalam urin,
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Gambar 6: Biosintesis prostasiklin.®

2.7.2. ACE™ Competitive Enzyme Immunoassay’

Kadar dinor dalam urin diukur dengan cara Enzyme Immunoassay
(EI4). Pengukuran berdasarkan persaingan ikatan antara 2,3-dinor-6-keto-
PGF;, dalam urin dan konjugat 2,3-dinor-6-keto-PGF,;, asetilkolinesterase
sebagai perunut (tracer) dengan antibodi monoklonal 2,3-dinor-6-keto-PGF),
mencit. Karena kadar perunut 2,3-dinor-6-keto-PGF, asetilkolinesterase
konstan sedangkan kadar 2 3-dinor-6-keto-PGF,, dalam sampel bervariasi,
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maka ikatan perunut dengan antibodi monoklonal akan berbanding terbalik
secara proporsional dengan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF ), sampel dalam sumur.
Kompleks ikatan antibodi dan 2,3-dinor-6-keto-PGF 4 (dalam sampel ataupun
perunut) akan berikatan dengan IgG poliklonal kambing anti-mencit (goat
polyclonal anti-mouse Ig(y) yang sudah menempel pada dinding sumur. Setelah
sumur dicuci, ditambahkan reagen Ellman yang mengandung asetiltiokolin,
suatu substrat asetilkolinesterase, dan 5,5-dithio-bis {2-nitro benzoic acid).
Hidrolisis dari asetiltiokolin oleh asetilkolinesterase menghasilkan tiokolin.
Reaksi nonenzimatik antara tiokolin dengan 3,5-dithio-bis (2-nitro benzoic acid)
akan menghasilkan asam 5-thio-2-nitrobenzoat yang berwama kuning dan
mempunyai serapan maksimal pada panjang gelombang 412 nm. Hasil serapan
berbanding terbalik secara proporsional dengan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGFia

dalam sampel.

2.7.3. Biokimia ACE™ EIA®

Asetilkolinesterase (AChE) merupakan enzim yang stabil dan dapat
menghidrolisis asetilkolin dalam jumlah yang besar dengan cepat (64.000
molekul/detik). AChE yang digunakan berasal dari organ elekirik belut listrik
(Electrophorus electricus) yang memiliki struktur tersier seperti daun semanggi
(clover leaf) yang mengandung 3 tetramer yang berikatan dengan fibril yang
memiliki struktur seperti kolagen.

Molekul analit yang berikatan secara kovalen dengan molekul AChE akan
berperan sebagai perunut pada ACE™ EIA. Kuantifikasi perunut dilakukan
dengan mengukur aktivitas AChE dengan bantuan pereaksi Ellman. Pereaksi
Ellman mengandung asetiltiokolin dan 5,5 'dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid).
Hidrolisis dari asetiltiokolin oleh AChE menghasilkan tiokolin dan reaksi
nonenzimatik antara tiokolin dengan 5,5 'dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) akan
menghasilkan 5-rhio-2-nitrobenzoic acid yang memiliki serapan maksimal pada
panjang gelombang 412 nm (e = 13.600).

AChE memiliki beberapa keuntungan yang tidak dimiliki oleh enzim lain
yang biasanya digunakan dalam EIA. Misalnya dibandingkan dengan horseradish

peroxidase, AChE tidak mengalami inaktivasi selama turnover, schingga bila
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assay secara tidak sengaja tumpah, maka ia mengalami redevelopment. Selain itu,
enzim ini sangat stabil dalam berbagai kondisi penelitian, memiliki rentang pH
yang luas (pH 5 — 10}, tidak dihambat oleh garam dapar atau pengawet pada
umumnya. Karena AChE ini sangat stabil selama proses pengembangan, maka
tidak diperlukan penggunaan pereaksi untuk menghentikan proses pengembangan,
dan plat dapat dibaca kapan saja.
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BAB 111
METODE PENELITIAN

3.1. RANCANGAN PENELITIAN

Penelitian ini merupakan uji klimk dengan desain paralel dan tidak
tersamar, Subyek penelitian terdiri dari 2 kelompok yaifu wanita pramenopause
dan wanita pascamenopause. Kedua kelompok diintervensi dengan minum aspirin
salut enterik 100 mg selama 7 hari berturut-turut setelah makan pagi. Intervensi
aspirin dosis rendah dilakukan selama 7 hari karena setelah 7 hari kadar metabolit
tromboksan dan kadar metabolit prostasiklin sudah stabil dan tidak mengalami
penurunan lagi.** Sampel urin 24 jam untuk pengukuran kadar 2,3-dinor-6-keto-
PGF). diambil sebelum dan setelah subyek minum aspirin selama 7 hari.
Pengukuran kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;, dilakukan dengan metode FEnzyme
Immunoassay (E1A). Pengukuran kadar 11-dTxB; telah dilakukan dalam sampel
urin yang sama dari subyek penelitian yang sama pada penelitian sebelumnya.

Analisis statistik terhadap penurunan rasio kadar 2,3-dinor-6-keto-PGFi. /
11-dehidro-tromboksan-B; dalam urin sesudah pemberian aspirin dibandingkan
dengan sebelum pemberian aspirin pada masing-masing kelompok wanita
pascamenopause alami dan wanita pramenopause dilakukan dengan menggunakan
uji t berpasangan. Selain itu perlu juga dibandingkan penurunan rasio kadar 2,3-
dinor-6-keto-PGF). / 11-dehidro-tromboksan-B,; dalam urin sesudah pemberian
aspiin dari sebelum pemberian aspirin antara kedua kelompok wanita
pascamenopause alami dan wanita pramenopause dengan menggunakan uji t tidak

berpasangan,
3.2, TEMPAT DAN WAKTU PENELITIAN
Penelitian dilakukan di Departemen Farmakologi dan Terapeutik, Fakultas

Kedokteran, Universitas Indonesia serta Laboratorium Makmal Terpadu.
Penelitian berlangsung dari November 2008 — Maret 2009.
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3.3. SUBYEK PENELITIAN
3.3.1. Kriteria Seleksi

Subyek penelitian didapatkan melalui teknik consecutive sampling dari

pengumuman di dalam lingkungan FKUI maupun di luar lingkungan FKUI

Semua subyek yang terlibat harus memenuhi kriteria seleksi yang telah ditetapkan

sebelumnya. Kriteria seleksi dalam penelitian ini terbagi menjadi dua yaitu

kriteria inklusi dan eksklusi.

a. Kriteria inklusi:

Wanita pramenopause atau pascamenopause yang sehat
berdasarkan pemeriksaan fisik, yaitu tidak terdapat kelainan pada
laju nadi, laju pemapasan, suhu tubuh, tekanan darah, kepala dan
leher, thoraks, abdomen, serta ekstremitas.

Wanita pascamenopause sehat tersebut telah mengalami henti haid
selama 3 — 5 tahun

Usia > 40 tahun

LDL < 160 mg/dL

Tekanan darah < 140/90 mmHg

BMI (Body Mass Index) < 27,5 kg/m’

Setuju untuk berpartisipasi dalam penelitian ini dengan

menandatangani formulir informed consent.

b. Kriteria eksklusi:

Minum aspirin dalam 14 hari terakhir sebelum penelitian.

Minum obat antiinflamasi nonsteroid dalam 14 hari terakhir
sebelum penelitian,

Riwayat gangguan perdarahan, perdarahan gastrointestinal,
stroke hemoragik

Alergi terhadap aspirin.

Minum kontrasepsi hormonal / hormon estrogen/ campuran
estrogen dan progesteron dalam 2 minggu terakhir bagi wanita
pramenopause.

Menggunakan kontrasepsi hormonal bentuk depo pada wanita

pramenopause.,
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e Minum hormone replacement therapy pada wanita pasca-
menopause.
s Terlibat dalam uji klinik lain selama 3 bulan terakhir.
~ »  Riwayat ketergantungan obat atau alkohol, merokok.
e  Diabetes Mellitus tipe I atau II
e Trombositopenia ( jumlah platelet < 150.000/uL)
e Anemia (Perempuan dewasa, Hb < 10,0 g/dl)
» Gagal ginjal atau hati (kreatinin serum >1,4 mg/dL dan/atau

transaminase serum > 1,5x batas atas nilai normal)

3.3.2. Besar Sampel

Subyek yang direkrut dalam penelitian ini adalah wanita pramenopause
yang berusia > 40 tahun dan wanita pascamenopause alami yang telah henti haid
3 — 5 tahun. Besar sampel untuk tiap kelompok 15 orang sebagai studi
pendahuluan karena belum ada data yang diperlukan untuk perhitungan sampel,
yaitu besarnya penurunan 2,3-dinor-6-keto-PGF ), yang timbul akibat pemberian
aspirin 100 mg oral selama 7 hari berturut-turut pada kedua kelompok sﬁbyek

tersebut.

3.4. VARIABEL YANG DIUKUR
Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;; diukur dalam urin yang dikumpulkan
selama 24 jam. Pengambilan sampel urin dilakukan sebelum dan sesudah

sukarelawan minum aspirin 100 mg selama 7 hari.

3.,5. ALAT DAN BAHAN PENELITIAN
3.5.1, Urin

Urin yang digunakan dalam penelitian ini adalah urin 24 jam yang
dikumpulkan oleh sukarelawan sebelum dan sesudah minum aspirin 100 mg
selama 7 hari berturut-turut. Urin 24 jam dikumpulkan dalam wadah pendingin
tanpa pengawet yang telah diberikan kepada subyek penelitian. Urin diukur
volumenya, kemudian dikocok dan diambil 8 mL untuk disimpan pada suhu
-80°C di Laboratorium Makmal Terpadu FKUI hingga analisis pengukuran kadar
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2,3-dinor-6-keto-PGF), dilakukan. Dalam sampel urin yang disimpan pada suhu
-80°C, kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF 4 akan stabil hingga 1 tahun.®

3.5.2. Alat

3.5.3.

3.6.
3.6.1.

Plate reader dengan panjang gelombang 412 nm

Mikropipet dan tips

2,3 dinor-6-keto-PGF la EIA kit (disimpan pada suhu -20°C)
Pengocok orbital

Alat-alat gelas

Alat sentrifus |

Pendingin -80°C dan -20°C

Wadah plastik

Bahan

Aspirin salut enterik (100 mg)
Ultrapure water

Dapar sitrat 1M dengan pH 4,0
Etilasetat

Nitrogen cair

CARA KERJA
Perlakuan terhadap subyek

Subyek penelitian terdiri dari 2 kelompok, yaitu kelompok wanita

pramenopause sehat dan kelompok wanita pascamenopause alami sehat. Masing-

masing kelompok, yang terdiri dari 15 orang, mendapatkan periakuan yang sama.

Protokol penelitian telah mendapat persetujuan dari Komisi Etik Penelitian FKUT

(Lampiran 1).

Setiap calon subyek diberi penjelasan mengenai latar belakang, tujuan,

prosedur penelitian, keuntungan dan kerugian yang mungkin dialami oleh subyek

penelitian secara lisan dan tertulis. Informed consent telah didapatkan sebelum

skrining dimulai. Skrining terhadap setiap calon subyek meliputi anamnesis dan

pemeriksaan fisik oleh dokter serta pemeriksaan laboratorium oleh laboratorium
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Prodia. Pemeriksaan fisik meliputi pemeriksaan tanda-tanda vital (tekanan darah,
laju nadi, laju napas dan suhu ketiak), kepala dan leher, toraks, abdomen, dan
ekstremitas, Pemeriksaan laboratorium meliputi hematologi rutin (haemoglobin,
hitung leukosit dan trombosit), profil lipid (kolesterol total, LDL, HDL, dan
trigliserida), fungsi hati (SGOT, SGPT), dan fungsi ginjal (ureum dan kreatinin).

Setiap subyek penelitian tidak boleh mengkonsumsi aspirin maupun obat
antiinflamasi nonsteroid selama 14 hari sebelum penelitian dimulai. Selain itu,
setiap subyek penelitian tidak boleh memiliki riwayat alergi aspirin, memakai
kontrasepsi hormonal ataupun menggunakan hornione replacement therapy.

Calon subyek penelitian yang lolos skrining kemudian dihubungi untuk
melakukan pengumpulan urin 24 jam sebagai penentuan kadar 2,3-dinor-6-keto-
PGF,, awal {baseline) dalam wadzah pendingin yang sudah diberikan. Urin 24 jam
yang telah terkumpul diserahkan kepada peneliti di Departemen Farmakologi dan
Terapeutik FKUI keesokan harinya. Saat penyerahan urin, setiap subyek
penelitian diberi aspirin 100 mg untuk diminum satu tablet setiap hari selama 7
hari. Aspirin 100 mg mulai diminum keesokan harinya, pada pk. 07.00 pagi
setelah makan pagi, selama 7 hari berturut-turut. Pada hari ke-7, setelah minum
aspirin, urin dikumpulkan kembali selama 24 jam dalam wadah pendingin yang
telah diberikan, kemudian diserahkan kepada peneliti di Departemen Farmakologi
dan Terapeutik FKUI keesokan harinya.

Selama penelitian berlangsung, efek samping ditangani oleh dokter
penanggung jawab. Efek samping yang muncul pada sukarelawan dinilai oleh
dokter penanggung jawab dan dicatat dalam formulir Adverse Event dalam Case

Report Form (Lampiran 3).

3.6.2. Perlakuan terhadap Sampel Urin

Sentrifugasi dilakukan pada sampel urin sebanyak 5 mL yang telah
diperoleh untuk menghilangkan partikulat yang ada. Apabila pemeriksaan tidak
dilakukan segera, maka sampel harus disimpan dalam suhu -80°C.
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3.6.3. Purifikasi

Purifikasi sampel dilakukan dengan tekaik ekstraksi cair-cair. Purifikasi
untuk setiap sampel dilakukan 2 kali dengan menggunakan spike 2,3-dinor-6-
keto-PGFi, 1000 pg/mL dan tanpa menggunakan spike. Spike merupakan zat yang
ditambahkan untuk menghitung recovery factor akibat manipulasi sampel dengan
membandingkan serapan spike dengan kadamya. Purifikasi dilakukan dengan
menggunakan tabung gelas dan tidak boleh dilakukan- menggunakan vial plastik
karena etil asetat yang akan digunakan dapat bereaksi dengan plastik dan
mengganggu pemeriksaan.

Semua sampel (dengan atau tanpa spike) diasamkan dengan menggunakan
1 M dapar sitrat pH 4,0 dengan volume yang sama dengan sampel. Etilasetat
sebanyak 4 kali volume sampel ditambahkan kemudian divorteks selama 2 x 10
detik. Fraksi etilasetat dipindahkan ke dalam tabung bersih. Prosedur diulang
sebanyak 2 kali, dan ekstrak yang dihasilkan dicampur dalam satu tabung.

Ekstrak yang didapat dievaporasi dengan menggunakan aliran gas nitrogen
hingga tersisa 500 uL, kemudian divorteks. Sampel telah siap untuk digunakan
dalam EIA.,

3.6.4. Persiapan Pereaksi Spesifik
3.6.4.1. Standar 2,3-dinor-6-keto-PGFq

Tip pipet dibilas dengan menggunakan etanol sebelum digunakan.
Seratus pL standar 2,3-dinor-6-keto-PGF;, dengan kadar 500 ng/mL dimasukkan
ke dalam tabung bersih dengan menggunakan tip pipet yang telah dibilas,
kemudian diencerkan dengan 900 pL air yang wifrapure. Kadar larutan ini
(larutan induk) menjadi 50 ng/mL.

Delapan tabung reaksi vang telah bersih diberi Jabel 1 hingga 8. Sembilan
ratus pL larutan dapar EIA dimasukkan dalam tabung reaksi 1 dan 500 pL dapar
EIA dimasukkan dalam tabung reaksi 2-8. Seratus pL larutan induk (50 ng/mL)
dimasukkan ke dalam tabung 1 dan dicampur hingga homogen. Pengenceran
serial dilakukan dengan memindahkan 500 pL larutan dari tabung 1 ke tabung 2,
kemudian dicampur hingga homogen, kemudian memindahkan 500 pL larutan

dari tabung 2 ke tabung 3 dan dicampur hingga homogen. Prosedur ini diulang
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pada tabung ke 4 hingga 8. Standar yang telah diencerkan ini tidak boleh disimpan
lebih dari 24 jam sebelum digunakan,
3.6.4.2. Perunut 2,3~dinor-6-keto-PGFy, AChE

Seratus dtn (determination) perunut 2,3-dinor-6-keto-PGF,;q AChE
dilarutkan dalam 6 mL dapar EIA. Larutan ini dapat dipergunakan selama 4

minggu bila disimpan pada suhu 4°C.

3.6.4.3. Antibodi Monoklonal 2,3-dinor-6-keto-PGF,o

Seratus dtn antibodi 2,3-dinor-6-keto-PGF},, dilarutkan dalam 6 mL dapar
ElA. Larutan ini dapat dipergunakan selama 4 minggu bila disimpan pada svhu
4°c, '

3.6.5. Persiapan Pereaksi Tambahan
3.6.5.1, Dapar EIA 2,3-dinor-6-keto-PGF,

Larutan dapar EIA sebanyak 150 pL ditambahkan ke dalam sumur Non-
Specific Binding (NSB) dan 100 pL ditambahkan ke dalam sumur ikatan
maksimal (Bo).

3.6.5.2. Standar EJA 2,3-dinor-6-keto-PGFy, .

Dua sumur untuk standar (Std) dengan kadar terendah (S8) dimasukkan
masing-masing 100 pL larutan dari tabung standar 8 yang telah dipersiapkan.
Larutan dari tabung standar 7 dimasukkan ke dalam 2 sumur standar ($7) masing-
masing 100 pL. Demikian seterusnya hingga semua sumur standar (S1 -~ S8)
terisi. Untuk memindahkan standar ke dalam sumur, harus dipergunakan tip pipet
yang sama, Sebelum memipet larutan standar, tip pipet harus dibilas dengan

larutan standar tersebut.

3.6.5.3. Sampel
Sampel dimasukkan sebanyak 100 pL ke dalam sumur. Setiap sampel
harus diukur pada minimum 2 kali pengenceran dan setiap pengenceran harus

dibuat duplo.
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3.6.5.4. Perunut 2,3 dinor-6-keto PGF la AChE
Lima puluh pL perunut 2, 3-dinor-6-keto-PGF;, AChE dimasukkan ke
dalam setiap sumur, kecuali sumur Total Activity (TA) dan Blanko (Blk).

3.6.5.5. Antibodi Monoklonal 2,3-dinor-6-keto-PGFiq

Lima puluh pL antibodi monoklonal 2,3-dinor-6-keto-PGF,, dimasukkan
ke dalam setiap sumur, kecuali sumur Total Activity (TA), Non Spesific Binding
(NSB), dan Blanke (BIK).

Tabel 2. Ringkasan Pemipetan

Standar .
Dapar Anti- Reagen
Sumur EIA atau Perunut bodi Fliman
Sampel
Blanko (serapan
reagen Ellman) ) . i . 200 uL
Total Activity 5l
(TA) dari - - (saat pengem- - 200 pL
Erunut bangan plat)
Non Specific
Binding (NSB) 4 b
antara perunut 150 pl 50 pl 200 pL
dengan surmur '
By (ikatan
maksimal) _ 100 pl - 50 pl 50 pl 200 uL
Standar/Sampel - 100 ul 50 pl 50ul - | 200 uL

3.6.6. Persiapan Plat
3.6.6.1. Inkubasi Plat

Plat ditutup dengan film plastik dan diinkubasi selama 18 jam pada suhu
4°C.

3.6.6.2, Pengembangan Plat

Bila plat telah siap, maka 100 dtn pereaksi Ellman dilarutkan dalam
20 mL air ultrapure. Pereaksi Ellman yang telah dilarutkan harus dihindarkan dari
cahaya selama tidak dipergunakan dan harus dipergunakan pada hari yang sama
karena bersifat tidak stabil. Sumur yang akan dipergunakan dibilas sebanyak 5

kali dengan dapar pencuci, kemudian 200 pl. pereaksi Ellman ditambahkan ke
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dalam setiap sumur, Lima pL perunut dimasukkan ke dalam sumur Total Activity
(TA). Kemudian plat ditutup dengan film plastik. Pengembangan plat optimal
akan diperoleh bila menggunakan pengocok orbital dan plat dalam keadaan
tertutup, sehingga reaksi berlangsung di tempat gelap (contohnya sumur By >0.3
S.A. (dikurangi blanko)) selama 90-120 menit.

3.6.6.3. Pembacaan Plat

Bagian bawah plat dibersihkan dari kotoran dan sidik jari dengan
menggunakan fissue bersih. Penutup plat dipindahkan dengan hati-hati agar
pereaksi Ellman tidak terpercik ke penutup plat. Kehilangan pereaksi Eliman
dapat berpengaruh pada pembacaan penyerapan. Plat dibaca pada panjang
gelombang 405 — 420 nm. Pembacaan dilakukan secara periodik hingga sumur By
mencapai minimum 0,3 S.A. (dikurangi blanko). Bila penyerapan melebihi 1,5,

maka plat dicuci, ditambahkan pereaksi Ellman, dan dikembangkan kembali.

3.7. ANALISISDATA
3.7.1. Persiapan Data

» Rata-rata absorpsi sumur NSB

e Rata-rata absorpsi sumur By

» Rata-rata Bydikurangi dengan NSB (By terkoreksi)

s Perhitungan %B/Bp (% sampel atau ikatan standard dibanding ikatan
maksimum) untuk sumur yang ada, dilakukan dengan mengurangi
rata-rata absorpsi S1 dengan absorpsi NSB dan dibagi dengan Bg yang
dikoreksi, kemudian dikali 100. Perhitungan ini diulang untuk sumur

S2-88 dan seluruh sumur sampel.

3.7.2. Pembuatan Kurva Standar
Data dapat dibuat linear dengan menggunakan transformasi logit.

Persamaan dari konversi ini adalah:
Logit (B/Bg) = In [B/Bo / (1-B/By)]
Data diplot sebagai logit (B/Bo) terhadap nilai logaritma kadar.
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3.7.3. Penentuan Kadar Sampel
Nilai %B/B, dihitung untuk setiap sampel. Menentukan kadar setiap

sampel menggunakan persamaan yang didapatkan dari kurva standar. Sampel

~ dengan nilai %B/Bg lebih dari 80% atau kurang dari 20% harus diukur ulang

karena biasanya berada di luar area linear dari kurva standar.

3.7.4. Recovery :
Kadar yang sebenarnya dari sampel dan faktor recovery dapat ditentukan

dengan metode:

. Y-V
Faktor Recovery Purifikasi = [ ]
S

2,3-dinor-6-keto-PGF 4 (pg) dalam sampel yang telah dipurifikasi =

A
x 0,5 mL
Faktor Recovery

Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF; dalam sampel (pg/mL) =

2,3-dinor-6-keto-PGF,q {pg) dalam sampel yang telah dipurifikasi

Volume sampel yang digunakan dalam purifikasi (mL)

V = kadar sampel tanpa spike yang ditentukan dengan EIA (pg/mL)
S = kadar spike (pg/mL)
Y = kadar sampel dengan spike yang ditentukan dengan EIA (pg/mL)

3.7.5. Analisis Statistik

e Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF), sebelum dan sesudah pemberian aspirin pada
wanita pascamenopause dibandingkan dengan uji t berpasangan atau uji
Wilcoxon (tergantung distribusi datanya), demikian juga pada wanita
pramenopause.

¢ Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF), awal (sebelum minum aspirin) pada wanita
pramenopause dan pada wanita pascamenopause dibandingkan dengan uji t
tidak berpasangan atau uji Mann-Whitney (tergantung distribusi datanya).
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Selisih kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF ), sebelum dan sesudah pemberian aspirin
dibandingkan antara wanita pascamenopause dan wanita pramenopause
dengan uji t tidak berpasangan atau uji Mann-Whitney (tergantung distribusi
datanya). '

Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B, / kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;.*
sebélum minum aspirin dibandingkan dengan sesudah minum aspirin dengan
uji t berpasangan atau uji Wilcoxon (tergantung distribusi datanya) pada
wanita pascamenopause maupun pada wanita pramenopause.

Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, awal
dibandingkan antara wanita prameno'pause dan pascamenopause dengan uji t
tidak berpasangan atau uji Mann-Whitmey (tergantung distribusi datanya).
Selisih rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF
sebelum dan sesudah minum aspirin  dibandingkan antara wanita
pascamenopause dan pramenopause dengan uji t tidak berpasangan atau uji
Mann-Whitney (tergantung distribusi datanya).

Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;; awal
pada wanita pramencpause dibandingkan dengan rasio kadar 11-dehidro-
tromboksan-B; / kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF), akhir (setelah minum aspirin)
pada warnita pascamenopause dengan uji t tidak berpasangan atau uji Mann-
Whitney (tergantung distribusi datanya).

Persentase penurunan kadar 11-dehidro-tromboksan-B; dan 2,3-dinor-6-keto-
PGF;, pada masing-masing kelompok wanita pramenopause dan wanita
pascamenopause dibandingkan dengan uji t berpasangan atau uji Wilcoxon
(tergantung distribusi datanya).

Jika data kedua kelompok yang dibandingkan normal (diuji dengan uji
Kolmogorov-Smirnov), maka data dibandingkan dengan uji parametrik (uji t
berpasangan atau tidak berpasangan).

Jika data kedua kelompok yang dibandingkan ada yang tidak normal, maka
dilakukan transformasi data ke bentuk logaritmanya. Jika transformasi
menghasilkan distribusi data yang normal untuk kedua kelompok, maka
dilakukan uji parametrik pada data hasil transformasi, dan hasilnya di-antilog

untuk mengembalikan ke data aslinya.
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¢ Jika transformasi menghasilkan distribusi data yang masih tidak normal, maka
dilakukan uji nonparametrik pada data asli (uji Wilcoxon atau Mann
Whitney),

* Kadar I1-dehidro-tromboksan-By yang digunakan untuk perhitungan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-
By kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF), diambil dari penelitian sebelumnya yeng dilakukan pada sampel urin yang
sama dari subyek penelitian yang sama. '
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BAB IV
HASIL PENELITIAN

4.1. KARAKTERISTIK AWAL SUBYEK PENELITIAN

Subyek penelitian terdiri dari 15 wanita pramenopause dan 15 wanita

pascamenopause sehat. Karakter awal masing-masing wanita yang ditkutsertakan

dalam penelitian dapat dilihat pada Lampiran 4 dan 5.

Tabel 3. Karakteristik awal subyek penelitian

Wanita

Wanita

Karakterjstik Pascamenopause Pramenopause Loy
(n =15) (n=15) (n=30)

Usia (tahurn)

Rerata (SD) 54 (6) 44 (10) 49 (12)
Wakte setelah menopause
(tahun)

Remta (SD) 3,95 (0,77) - -
BMI

Rerata (SD) 24,07 (2,05) 23,91 (3,09 -
Tekanan darah sistolik (n)

< 120 mmHg 4 8 12

120 ~ 129 mmHg 3 3 6

130 - 139 mmHg 8 4 12
Kotlesterol LDL (n)

< 100 mg/dL 2 1 3

100 - 129 mg/dL 7 7 14

130~ 159 mg/dL 6 7 13

Semua subyek yang diikutsertakan dalam penelitian telah melewati
pemeriksaan penyaringan berupa anamnesis, pemeriksaan fisik dan pemeriksaan
laboratorium. Hasil anamnesis dan pemeriksaan fisik semua subyek yang
diikutsertakan dalam penelitian adalah normal, sesuai dengan kriteria inklusi dan

eksktusi, Hasil pemeriksaan laboratorium berada dalam batas normal dan data

tersebut dapat dilihat pada Tabel 4.
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Tabel 4. Hasil pemeriksaan penyaring hematologi rutin, fungsi hati, fungsi ginjal

dan profil lipid
Rerata {(SD)
Parameter Wanita Pascamenopause Wanita Pramenopause
(n=15) (n=15)

Hematologi rutin

Kadar Hb {g/dL} 12,69 {0,76) 12,75 (1,08)

Hitung rombosit (x 10%/uL) 309,20 (3,04) 339,53 (53,24)
Fungsi hati

SGOT (U/L} 24,00 (5,50) 22,23 (4,10)

SGPT (U/L} 21,27 (6,37) 18,60 (8,95)
Fungsi ginjal

Ureum {mg/dL}) 21,93 (6,41) 19,67 (5,54)

Kreatinin {(mg/dL) 0,72 (0,13) 0,67 {0,08)

Data lengkap hasil pemeriksaan penyaring pada masing-masing subyek
penelitian dapat dilihat pada Lampiran 4 dan 5. Karakteristik awal kedua
kelompok dalam penelitian ini, yaitu kelompok wanita pramenopause dan wanita

pascamenopause seimbang dan hal ini dapat dilihat pada kedua tabel di atas.

4,2. PENETAPAN KADAR 23-DINOR-6-KETO-PGFy,
4.2.1. Kurva Kalibrasi

Kurva kalibrasi dibuat dengan mengurangi serapan standar (1 - 8) dengan
serapan NSB (Non Specific Binding), kemudian hasilnya dibagi dengan B, yang
sudah dikoreksi. Koreksi By dilakukan dengan cara mengurangi rata-rata serapan
By dengan rata-rata serapan NSB. Absorpsi NSB menggambarkan ikatan non-
imunologi yang terjadi antara perunut dengan sumur, karena tanpa keberadaan
antibodi spesifik, perunut tetap berikatan dengan sumur dalam jumlah kecil dan
serapan NSB digunakan untuk mengkoreksi serapan akibat ikatan non-imunologi
tersebut. Rerata serapan NSB = 0,1805. Serapan By menggambarkan jumlah
maksimum perunut yang dapat diikat oleh antibodi tanpa keberadaan analit,
Rerata serapan By = 0,9225. Rerata serapan By yang terkoreksi = 00,9225 - 0,1805
= 0,742. TA (Total Activity) merupakan aktivitas enzimatik total dari perunut
yang terikat dengan AChE.
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Absorpsi kadar setiap standar dibagi dengan By dan dikali dengan 100 untuk
menghasilkan %B/ By. Data serapan standar 2,3-dinor-6-keto-PGF,., NSB, By,
dan TA dapat dilihat dalam Tabel 5 berikut:

Tabel 5. Data serapan standar 2,3-dinor-6-keto-PGF, terhadap kadamya

Serapan %B/ B,
Kadar standar Rerata terkoreksi (rerata serapan terkoreksi « 100
(pg/mL) serapan Serapa;gBS;mPa“ serapan B, terkoreksi

5000 0,237 0,057 7,682

2500 0,268 0,088 11,860

1250 0,352 0,172 23,181

625 0,453 0,273 36,792

313 0,524 0,344 46,361

156 0,652 0,472 63,612

78 0,721 0,541 72,911

39 0,7\§ 0,605 81,536
90.000
80,000
70,000
60.004
& 50.000
$ 40.000
30.000G
20.000
10.000
0.000

Q 1000 200¢ 3000 4000 S000 6OCO

kadar 2,3 dinor-6-keto-PGF,,

Gambar 7. Kurva yang menggambarkan %B/B, terhadap kadar standar 2,3-
dinor-6-keto-PGF |,
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Agar kurva absorpsi standar linier, maka dilakukan transformasi data menjadi
logit serapan %B/ By (sumbu y) dan log kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, standar
(sumbu x) (lihat Gambar 8).

Persamaan garis regresi linier yang diperoleh adalah y = -2,043x + 5,143,
dengan koefisien korelasi r =0,998.

2.000
Ls0d -
1.000
500 -
04.000
-0.5000-00 1.00
-1.000 -
-1.500
-2.000 -
-2.50Q
~3.000

4.00

Logit %B/B,

Log kadar 2,3-dinor-keto-PGF,,

Gambar 8. Kurva kalibrasi standar 2,3-dinor-6-keto-PGF

42.2. Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;, dalam urin sebelum dan sesudah
pemberian aspirin 100 mg

Pengukuran 2,3-dinor-6-keto-PGF), dilakukan 2 kali untuk setiap subyek
penelitian, yaitu saat sebelum minum aspirin 100 mg dan setelah 7 hari minum
aspirin 100 mg. Serapan setiap sampel dihitung %B/Bs-nya dan diplot ke dalam
kurva standar untuk mendapatkan kadar setiap sampel.

Rerata kadar awal 2,3-dinor-6-keto-PGF, dalam urin wanita pramenopause
adalah 150,98 ng/g kreatinin dan rerata kadar setelah diberikan aspirin 100 mg
selama 7 hari adalah 72,54 ng/g kreatinin. Rerata penurunan kadar 2,3-dinor-6-
keto-PGF), sebesar 46,26%. (Tabel 6)
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Tabel 6. Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF), dalam urin wanita pramenopause sebelum

dan sesudah minum aspirin 100 mg

No Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, dalam Urin Wanita Pramenopause
subyek Sebelum (A) Sesudah (B) A-B Penuronan
(ng/g kreatinin) | (ng/g kreatinin) | (ng/g kreatinin) (% sebelum)
1 128,18 20,18 108,00 84,26
2 240,98 185,12 55,86 23,18
3 94,28 71,02 17,27 18,31
4 164,95 89,66 75,29 45,64
5 223,72 35,03 188,69 84,34
6 97,41 68,48 28,93 29,70
7 78,23 60,05 18,18 23,24
8 85,99 73,37 12,62 14,67
9 83,70 37,81 45,89 54,83
10 159,02 73,63 85,39 53,70
11 310,89 84,70 226,20 72,76
12 139,55 44,21 95,34 68,32
13 151,94 120,25 31,69 20,86
14 101,43 84,40 17,03 16,79
15 204,40 34,13 170,27 83,30
Rerata 150,98 72,54 78,44 46,26
Rerata kadar awal 2,3-dinor-6-keto-PGF,, dalam urin wanita

pascamenopause adalah 79,90 ng/g kreatinin dan rerata kadar setelah diberikan

aspirin 100 mg selama 7 hari adalah 44,19 ng/g kreatinin. Rerata penurunan kadar
2,3-dinor-6-keto-PGF 4 sebesar 40,94%. (Tabel 7)
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Tabel 7. Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;, dalam urin wanita pascamenopause

sebelum dan sesudah minum aspirin 100 mg

No Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, dalam Urin Wanita Pascamenopause
subyek Sebelum (A) Sesudah (B) A-B Penuranan
(ng/g kreatinin) | (ng/g kreatinin) (ng/g kreatinin) (% sebelum)
1 27,67 19,73 7,94 28,69
2 63,17 51,25 11,92 18,87
3 88,50 45,61 43,29 48,70
4 78,81 66,63 12,18 15,46
5 35,82 35,73 0,10 0,27
6 146,92 105,65 41,27 28,09
7 23,52 10,65 12,87 54,74
8 109,67 12,96 96,71 88,18
9 61,83 12,49 49,34 79,80
10 68,66 36,87 31,80 46,31
11 44,49 32,49 12,01 26,99
12 86,28 61,68 24,60 28,51
13 158,67 62,32 96,35 60,73
14 120,72 52,17 68,56 56,79
15 83,35 56,71 26,65 31,97
Rerata 79,90 44,19 35,71 40,94
Tabel 8. Ringkasan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;,, dalam urin wanita

pascamenopause dan pramenopause sebelum dan setelah pemberian aspirin 100

mg
Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, dalam Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;_, dalam
Urin Wanita Pramenopause Urin Wanita Pascamenopause
Sebelum Setelah Penurunan Sebelum Setelah Penurunan
aspirin aspirin (%) aspirin aspirin (%)
(ng/g (ng/g (ng/g (ng/g
kreatinin) | kreatinin} kreatinin} | kreatinin)
Rerata
(SD) 150,98 72,54 46,26 79,90 44,19 40,94
(68,30) (40.,85) {27.01) (40,73) (25,57) (24,20)

Nilai awal kelompok pascamenopause (79,90 ng/g kreatinin) lebih rendah

dibandingkan kelompok pramenopause (150,98 ng/g kreatinin). Demikian pula

kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF)q setelah pemberian aspirin 100 mg selama 7 hari

pada wanita pascamenopause (44,19 ng/g kreatinin) lebih rendah dibandingkan

wanita pramenopause (72,54 ng/g kreatinin). Namun nilai reduksi lebih besar
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pada kelompok wanita pramenopause (46,26%) dibandingkan dengan kelompok

wanita pascamenopause (40,94%).

4.2.3. Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-PGF;,
sebelum dan setelah pemberian aspirin 100 mg pada wanita
pascamenopause dan pramenopause
Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF), pada

wanita pramenopause¢ mengalami penurunan sebesar 15,06% setelah diberikan

aspirin 100 mg selama 7 hari (dari 1,13 menjadi 0,96). Data ini dapat dilihat pada

Tabel 9.

Tabel 9. Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; ; 2,3-dinor-6-keto-PGF), pada

wanita pramenopause

Rasio kadar 11-debidro-tromboksan-B, /2, 3-dinor-6-keto-PGF;, pada wanita
pramengpavse
o Sebelum ASA Sesudah ASA Selis‘ih
. 2.3-di rasio
’“a 11-4TxB; iﬁ‘d;‘g}" 11-dTxB, ’iue?i’" (sebelum
ye (ng/e °‘E: e | Rasio (ngle PGF,, Rasio -
kreatinjo)* Kreafinin) kreatinin)* (ng:!g. sesudsh)
Kreatinin)
1 61,46 128,18 0.48 20,58 20,18 1,02 -0,54
g 339,62 240,98 1,41 93,66 185,12 0,51 0,90
3 58,15 94,28 0.62 33,6 77,02 0,44 0,18
4 131,38 164,95 0,80 74,12 89,66 0,83 -0,03
5 217,44 223,72 0,97 70,21 35,03 2,00 -1,03
6 143,29 97,41 1,47 47,13 68,48 0,69 0,78
7 158,13 78,23 2,02 72,24 60,05 1,20 0,82
8 130,66 85,99 1,52 71,57 73,37 0,98 0,54
9 105,91 83,70 1,27 34,17 37.81 0,90 0,36
10 168,31 159,02 1,06 81,29 73,63 1,10 -0,05
11 196,45 310,89 0,63 93,34 84,70 1,10 -047
12 104,21 139,55 0,75 19,21 44.21 0,44 0,31
13 303,26 151,94 2,00 82,91 120,25 0,69 1,31
14 99,28 101,43 0,98 31,83 84,40 0,38 0,60
15 198,89 204,40 0,97 72,24 34,13 2,12 -1,14
Re- :
W | 16L,10 | 15098 1,13 | 5987 72,54 | 096 0,17

* Data diambil dari penelitian sebelumnya, menggunakan sampel urin yang sama dasri subyek penelitian yang
sama.
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Rasio  kadar 11-dehidro-tromboksan-B; /2,3-dinor-6-keto-PGF,, pada
wanita pascamenopause juga mengalami penurunan sebesar 46,62 % setelah
diberikan aspirin 100 mg selama 7 hari (dari 4,09 menjadi 2,18). Data ini dapat
dilihat pada Tabel 10. '

Tabel 10. Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-PGF, pada

wanita pascamenopause

Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B;f2,3-dinor-6-keto-PGFy, pada wanita

pascemenopause
Scbelum ASA Sesudah ASA Selisib
No \ . rasio
b | s, | 2580 | ran, Sl | o
(ngfg (ngfe Rasio (ng!g (agle Rasio -
T kreatinin} freagtin)® kreatinin) sesudah)
| 118,32 27,67 4,28 39,72 19,73 2,01 2,26
2 367,95 63,17 5,83 81,99 51,25 1,60 4,23
3 173,97 88,90 1,96 40,22 45,61 0,88 1,08
4 185,08 78,81 2,35 55,27 66,63 0,83 1,52
5 241,45 35,82 6,74 65,16 35,73 1,82 4,92
6 176,13 146,92 1,20 53,14 105,65 0,50 0,70
7 241,45 23,52 10,27 64,67 10,65 6,08 4,19
8 527,46 109,70 4,81 118,11 12,96 9,11 -4,30
9 287,41 61,83 4,65 21,11 12,49 1,69 2,96

10 87,52 68,66 1,28 26,73 36,87 0,73 0,55

i1 [ 408,14 44,49 9,17 80,53 | 3249 2,48 6,69

12 | 186,15 86,28 2,16 65,82 61,68 1,07 1,09

13 [ 23791 158,67 1,50 90,89 62,32 1,46 0,04

14 | 235,65 120,72 1,95 65,67 52,17 1,26 0,69

15 | 270,32 83,35 3,24 70,32 56,71 1,24 2,00

ra- | 249,66 79,90 4,09 62,62 44,19 2,18 1,91

* Data diambil dari penelitian sebelumnya, menggunakan sampel urin yang sama dar subyek penelitian vang
sama.

Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF,, pada
wanita pramenopause lebih rendah dibandingkan wanita pascamenopause baik
pada kelompok sebelum diberikan aspirin 100 mg (1,13 dibandingkan dengan
4,09) mauvpun pada kelompok seteiah dibertkan aspirin 100 mg (0,96
dibandingkan dengan 2,18). Penurunan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B, /
2,3-dinor-6-keto-PGF), pada wanita pramenopause juga lebih rendah
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dibandingkan dengan wanita pascamenopause (0,17 dibandingkan dengan 1,91).
Data ini dapat dilihat pada Tabel 11.

Tabel 11. Selisih rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B2 / 2,3-dinor-6-keto-PGF1q

sebelum dan sesudah aspirin pada wanita

pramenopause dan wanita

pascarmenopause.
Rasio Kadar 11-dehidro-tromboksan-B,/ | Rasio Kudar 11-dehidro-tromboksan-B;/
2, 3-dinor-6-keto-PGF,, dalam Urin 2, 3-dinor-6-keto-PGF;, dalam Urin
Wanita Pramencopause Wanita Pascamenopause
Sebelum Setelah Selisih rasio Sebelum Setelah Selisih rasio
aspirin aspirin (sebelum - aspirin aspirin {sebelum -
(ng/g {ng/g sesudah) (ng/g (ng/g sesudah) -
Kreatinin) kreatinin) kreatinin) kreatinin)
R("S’;;‘ 1,13 (0,48) | 0,96 (0,52) | 0,17 (0,72) | 4,09(2,86) | 2,18(2,33) | 1,91 (2,57

4.3. ANALISIS STATISTIK
4.3.1. Data Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;,

Sebelum dilakukan analisis statistik, distribusi data setiap kelompok diuji
dengan uji Kolmogorov-Smirnov.

Analisis statistik dilakukan dalam masing-masng kelompok wanita
pramenopause dan pascamenopause sebelum dan setelah minum aspirin 100 mg
untuk melihat penurunan produksi prostasiklin setelah pemberian aspirin.
Distribusi data selisih sebelum dan sesudah minum aspirin pada wanita
pramenopause maupun wanita pascamenopause diuji dengan uji Kolmogorov-
Smimov dan menunjukkan bahwa distribusinya normal. Hasil analisis statistik
menggunakan uji t berpasangan pada kelompok pramenopause memperlihatkan
penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF), bermakna pada kelompok sesudah
minum aspirin dibandingkan kelompok sebelum minum aspirin (p = 0,001; selisih
= 78,44 ng/g kreatinin; 95% CI = 40,61 > 116,27) (Lampiran 6.1). Analisis
statistik menggunakan uji t berpasangan pada kelompok pascamenopause
menunjukkan adanya penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;, bermakna pada
kelompok setelah minum aspirin dibandingkan sebelum minum aspirin (p <
0,001; selisth = 35,71 ng/g kreatinin; 95% CI = 18,69 > 52,72) (Lampiran 6.2).
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Analisis statistic yang dilakukan antar kelompok pramenopause dan
pascamenopause dilakukan untuk melihat perbedaan kadar 2,3-dinor-6-keto-
PGF,, sebelum minum aspirin 100 mg dengan menggunakan uji t tidak
berpasangan (dalam kedua kelompok terdistribusi normal). Hasilnya menun-
jukkan terdapat perbedaan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;, yang bermakna pada
kadar awal (sebelum diberikan aspirin 100 mg) pada kelompok pramenopause
dibandingkan dengan kelompok pascamenopause (p = 0,002; 150,98 ng/g
kreatinin vs. 79,90 ng/g kreatinin; 95% CI = 28,60 = 113,56). Kadar awal 2,3-
dinor-6-keto-PGF), lebih tinggi pada wanita pramenopause dibandingkan wanita
pascamenopause (Lampiran 6.3).

Hasil analisis statistik dengan uji t tidak berpasangan yang dilakukan pada
persenfase penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, oleh ASA pada kelompok
pramenopause dan pascamencpause (data kedua kelompok terdistribusi normal)
menunjukkan bahwa walaupun penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF;, oleh
ASA pada kelompok wanita pramencpause lebih besar namun persentase
penurunan tersebut tidak berbeda (p = 0,574; 46,26% vs. 40,94%; 95% CI = -
13,86 = 24,50) (Lampiran 6.4).

Tabel 12, Ringkasan analisis statistik kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF 4

s Uji yang . Rerata
Analisis statistilk digunakan Nilsi p perbedaan 95% CI
Kadar awdlvs. o 0001 | e | 40615 116
Kadar awal vs. , ng/g s 27
akhir berpasangan kreatinin
Pascamenopause: Ujit _— 35,71 T )
Kadar awal vs. <40, ng/g 18,69 > 52,7
akhir berpasangan kreatinin
Kadar awal: L 71,08
Pramenopause vs, | N LOGEK T gg) NRig 28,60 - 113,56
pascamenopause fpasang kreatinin
% penurunan: Uji t tidak
Pramenopause vs. 0,574 5,32 % -13,86 =2 24,50
pascamenopause | _ DeTpasangan ’
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Gambar 9. Diagram balok penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF(, oleh ASA

pada wanita pramenopause dan wanita pascamenopause.

4.3.2. Data Rasio Kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-

PGFj,

Analisis statistik dilakukan dalam kelompok wanita pramenopause dan
pascamenopause masing-masing sebelum dan setelah minum aspirin 100 mg
untuk melihat penurunan rasio kadar 1I-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-
keto-PGF\, setelah pemberian aspirin dengan menggunakan uji t berpasangan.
Analisis pada masing-masing kelompok wanita pramenopause dan
pascamenopause dilakukan terhadap data asli, karena data selisih sebelum dan
seteiah ASA terdistribusi dengan normal (Lampiran 6.5 dan Lampiran 6.6).
Hasilnya menunjukkan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-
PGFi, yang lebih kecil dan bermakna setelah diberikan aspirin 100 mg
dibandingkan sebelum diberikan aspirin 100 mg pada kelompok pascamenopause
(p = 0,012; selisih = 1,91; 95% CI = 0,49 - 3,33) (Lampiran 6.6), namun tidak
terdapat perbedaan pada kelompok pramenopause (p = 0,374; selisih = 0,17; 95%
Cl=-0,23 - 0,57) (Lampiran 6.3).

Analisis statistik terhadap data yang terdistribusi normal antar kelompok
untuk membandingkan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-
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PGF,, awal (sebelum minum aspirin 100 mg) menunjukkan bahwa rasio kadar
11-dehidro-tromboksan-B2 / 2,3-dinor-6-keto-PGF;, pada kelompok pascameno-
pause lebih besar bermakna dibandingkan kelompok pramenopause (p = 0,001;
4,09 vs. 1,13; 95% CI = -4,56 --1,37) (Lampiran 6.7).

Penurunan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF4
antara wanita pascamenopause dan wanita pramenopause dilakukan menggunakan
uji t tidak berpasangan karena data kedua kelompok terdistribusi normal. Hasil uji
menunjukkan bahwa kedua kelompok berbeda (p = 0,022; 1,91 vs. 0,17; 95% CI
=-3,19 ->-0,28) (Lampiran 6.8).

Tabel 13. Ringkasan analisis statistik rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; /
2,3-dinor-6-keto-PGF,

Uji yang Rerata

Analisis statistik digunakan Nilai p perbedaan 95% CI
Prarpenopause: Uji t
RﬂSl:]?h\;rfl VS, berpasang W 0,374 0,17 -0,23 2 0,57
Pasca_menopause: Ujit
Ras;:;h\??l vs. be - 0,012 1,91 0,49 > 3,33
Rasio awal:
Pramenopause Uji t tidak
yo berpasangan 0,001 -2,96 -4,56 2 -1,37
PASCAMENQPAUSE
Penurunan rasio:
Pramenopause Uji t tidak
¥ bepasangan | 0022 | -L738 -3,19 5 -0,28
pascamenopause
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Gambar 10. Diagram balok rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-
keto-PGF;, sebelum dan sesudah pemberian aspirin 100 mg pada wanita

pramenopause dan pascamenopause

Analisis statistik yang dilakukan terhadap rasic kadar 11-dehidro-
tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF), awal wanita pramenopause terhadap
rasio kadar 1l-dehidro-tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-PGF,, akhir
pascarmnenopause dengan uji t tidak berpasangan pada data hasil transformasi
logaritmiknya menunjukkan bahwa tidak terdapat perbedaan bermakna antara
kedua kelompok tersebut (p = 0,08; 1,13 vs. 2,18) (Lampiran 6.9).

4.3.3. Data persentase penurunan kadar 11-dehidro-tromboksan-B; dan 2,3-
dinor-6-keto-PG¥,, pada wanita pramenopause dam wanita
pascamenopause

Uji statistik yang dilakukan terhadap data persentase penurunan kadar 11-
dehidro-tromboksan-B; dan  2,3-dinor-6-keto-PGF), pada masing-masing
kelompok wanita pramenopause dan wanita pascamenopause dilakukan ferhadap

data aslinya karena semua kelompok data terdistribusi normal. Hasil uji t

berpasangan untuk membandingkan persentase penurunan kadar 11-dehidro-

tromboksan-B, dan 2,3-dinor-6-keto-PGF,, pada wanita pascamenopause
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menunjukkan perbedaan yang bermakna (p < 0,001; selisih = 32,38%; 95% CI =

19,75 >45,01) (Lampiran 6.11), demikian pula pada wanita pramenopause (p =
0,049; selisih = 15,63%; 95% CI = 1,33 -> 29,94) (Lampiran 6.10).

80.00
70.00
60.00
S0.00
40.00
30.00
26.00
18.00

0.00

Penurunan kadar (% sebelum}

73.32
61.12
46.26
40.94
I = 0,04 i < 0,00
PGI- Tx-M PGE-MI Tx-M
pramenopause pascamenopause

Gambar 11. Diagram balok penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, (PGI) dan

1 1-dehidro-tromboksan-B; (Tx) pada wanita pramenopause dan wanita

pascamenopause,
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BABYV
PEMBAHASAN

Penelitian ini merupakan studi lanjutan dari penelitian yang telah dilakukan
sebelumnya yaitu kadar ll-dehidro-trombokéan-Bz dalam urin wanita
pascamenopause alami dan pramenopause sehat yang minum aspirin 100 mg,
Penelitian ini dilakukan untuk memberikan dasar pemikiran dan bahan
pertimbangan dalam pemberian aspirin dosis rendah pada subyek wanita
pascamenopause, dengan membandingkan penurunan tromboksan dan

prostasiklin pada wanita pascamenopause dan pramenopause.

5.1. KADAR AWAL 2,3-DINOR-6-KETO-PGFy,

Dalam penelitian ini didapatkan bahwa kadar awal 2,3-dinor-6-keto-PGFiq
pada wanita pascamenopause (80 ng/g kreatinin) lebih rendah secara bermakna
dibandingkan wanita pramenopause {151 ng/g kreatinin), Hasil ini sejalan dengan
beberapa penelitian yang telah dilakukan sebelumnya. Fischer dkk mengukur
kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF); dalam urin beberapa kelompok subjek, yaitu
kelompok wanita pramenopause (155 £ 23 ng/g kreatinin), pascamenopause (97 =
24 ngfg kreatinin), wanita hamil trimester pertama (230 + 50 ng/g kreatinin) dan
wanita hamil trimester ke-3 (522 + 53 ng/g kreatinin).**

Kadar prostasiklin yang berbeda pada wanita pramenopause, wanita hamil
dan wanita pascamenopause ini dikaitkan dengan kadar hormon seks, yaitu
estradiol.** Kemudian diketahui bahwa penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGFiq
pada wanita pascamenopause terkait dengan reseptor estrogen o. Sellers dkk
meneliti peran reseptor estrogen terhadap produksi prostasiklin pada tikus.3®
Penelitian dilakukan terhadap tikus hipertensi yang dibagi menjadi beberapa
kelompok, yaitu kelompok dengan ovarinm yang utuh dan yang telah dibuang,
Pemberian agonis selektif reseptor estrogen alfa pada tikus yang telah
diovariektomi menghasilkan produksi prostasiklin yang lebih tinggi dibandingkan
tikus dengan ovarium yang utuh ataupun yang telah dibuang tapi diberi agonis
selektif reseptor estrogen beta. Dari penelitian ini disimpulkan bahwa ERa
(reseptor estrogen alfa) meningkatkan produksi prostasiklin dibandingkan dengan
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ER§ (reseptor estrogen beta).”® Terkait dengan penelitian ini, maka penurunan
produksi estrogen akan dapat menurunkan ikatan estrogen dengan ERg, sehingga
produksi prostasiklin juga akan menurun, Demikian pula menjelaskan bahwa pada
kehamilan akan terdapat peningkatan produksi prostasiklin sejalan dengan
bertambahnya usia kehamilan karena adanya peningkatan estrogen.

Terdapat hubungan yang kuat antara estrogen, prostasiklin dan aterosklerosis.
Penelitian lain menjelaskan bahwa vasodilatasi akibat pemberian estradiol pada
wanita pascamenopause dimediasi oleh enzim siklooksigenase 2 (COX-2).%7 Jadi
estrogen yang bekerja pada reseptor estrogen alpha akan meningkatkan produksi

prostasiklin dengan cara mengaktivasi COX-2.*

AA

PGE,

Gambar 12. Estrogen meningkatkan ekspresi COX-2.%

Penurunan kadar prostasiklin pada wanita pascamenopause menyebabkan
peningkatan aterogenesis yang dapat meningkatkan risiko infark miokard, stroke
nonhemoragik dan kematian akibat gangguan kardiovaskular, seperti kematian
akibat infark miokard, stroke, gagal jantung, aritmia, emboli paru atau pecahnya

aneurisma aorta.>’

5.2, PENURUNAN KADAR 2,3-DINOR-6-KETO-PGF;, DALAM URIN
AKIBAT PEMBERIAN ASPIRIN 100 MG
Pemberian aspirin 100 mg setiap hari selama 7 hari pada subyek wanita
pramenopause menyebabkan penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, sebesar
46,26% dan pada wanita pascamenopause sebesar 40,94%. Perbedaan penurunan
ini tidak bermakna (p = 0,57). Aspirin bekerja dengan menghambat enzim
siklooksigenase sehingga asam arakidonat tidak dapat dikatalisasi menjadi

prostaglandin G; (PGG,). PGG; merupakan prekursor dari pembentukan
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prostasiklin dan tromboksan. Penurunan prostasiklin akibat pemberian aspirin 100
mg perlu dibandingkan dengan penurunan tromboksan yang merupakan agen
proagregasi trombosit dan vasokonstriktor, untuk menilai efek antitrombotik

aspirin dosis rendah.,

5.3. RASIO KADAR 11-DEHIDRO-TROMBOKSAN-B; / 2,3-DINOR-6-

KETO-PGFy,

Tromboksan merupakan proagregasi trombosit dan vasokonstriktor yang
poten, sedangkan prostasiklin sebaliknya. Pemberian aspirin dosis 100 mg akan
menghambat kerja enzim siklooksigenase 1 dan 2 secara nonspesifik, akibatnya
terjadi penurunan produksi tromboksan dan prostasiklin. Untuk mengetahui dan
menilai efek antitrombotik pemberian aspirin dosis rendah, maka periu dilakukan
evaluasi terhadap kedua prostanoid ini. Dalam sebuah penelitian, rasio kadar
tromboksan dan prostasiklin dikatakan mewakili tonus vaskular.”®

Pada penelitian ini tromboksan dan prostasiklin divkur dari metabolitnya
dalam urin yaitu 11-dehidro-tromboksan-B; dan 2,3-dinor-6-keto-PGF;;. Wanita
pramenopause memiliki risiko penyakit kardiovaskular yang rendah dibandingkan
wanita pascamenopause.”’” Sesuai dengan pernyataan tersebut, dalam penelitian ini
didapatkan bahwa rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-
PGF,, awal (sebelum minum aspirin 100 mg) pada wanita pascamenopause lebih
tinggi secara bermakna dibandingkan pada wanita pramenopause. Hal ini juga
sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Jendryczko dan Tomala yang
mengatakan bahwa terjadi ketidakseimbangan ekskresi metabolit tromboksan dan
prostasiklin dalam urin wanita pascamenopause,®

Setelah diberikan aspirin 100 mg selama 7 hari, maka terjadi penurunan rasio
kadar ll-dehidro-tromboksan-Bgf 2,3-dinor-6-keto-PGF;, pada kedua kelompok.
Penurunan rasio 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF;, berbeda
bermakna antara kelompok wanita pramenopause dan pascamenopause (0,17 vs.
1,91; p =0,022).

Rasio kadar I1-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF,, awal pada
wanita pramenopause (1,13) tidak berbeda bermakna (p = 0,08) dengan rasio
kadar 1I-dehidro-tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-PGF;, akhir pada wanita
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pascamenopause {2,18). Hal ini dapat diasosiasikan bahwa wanita
pascamenopause yang minum aspirin 100 mg memiliki faktor proteksi terhadap
aterogenesis dan gangguan vaskular yang sama dengan wanita pramenopause

yang tidak mengkonsumsi aspirin 100 mg.

5.4, PENURUNAN TROMBOKSAN LEBIH BESAR DIBANDINGKAN
PENURUNAN PROSTASIKLIN PADA PEMBERIAN ASPIRIN DOSIS
RENDAH

Persentése penurunan kadar 11-dehidro-tromboksan-B; akibat pemberian
aspirin 100 mg lebih besar dibandingkan penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,
pada subyek yang sama pada wanita pramenopause maupun pada wanita
pascamenopause. Adapun kedua prostanoid ini memiliki jalur yang sama, yaitu
jalur siklooksigenase dan dihambat oleh aspirin dengan cara yang sama. Ada
beberapa hal yang dapat digunakan untuk menjelaskan fenomena ini, yaitu:

Pertama, aspirin dosis rendah sebagian besar bekerja pada trombosit di vena
porta dan hanya sebagian kecil yang dapat lolos ke sirkulasi sistemik untuk
bekerja pada sel endotel. Hal ini menyebabkan penurunan kadar tromboksan
(yang dihasilkan oleh trombosit) akan lebih besar dibandingkan penurunan kadar
prostasiklin (yang dihasilkan oleh endotef). 28

Kedua, karena banyaknya sel yang memproduksi prostasiklin lebih besar
dibandingkan sel yang memproduksi tromboksan. Sel endotel terdapat dalam
jumlah yang besar pada dinding pembuluh darah di seluruh tubuh, sehingga
sedikit aspirin dosis rendah yang lolos ke sirkulasi sistemik tidak cukup untuk
mempengaruhinya, tetapi dapat mempengaruhi sebagian besar trombosit di vena
porta (yang jumlahnya jauh lebih sedikit dibandingkan endotel).*!

Ketiga, recovery prostasiklin yang lebih cepat dibandingkan trombosit. Hal
ini disebabkan karena aspirin memblok enzim siklooksigenase secara ireversibel.
Karena trombosit tidak memiliki inti sel, maka ia tidak dapat memsintesis enzim
siklooksigenase yang baru, sehingga trombosit tersebut tidak dapat membentuk
tromboksan sepanjang usianya, sedangkan sel endotel mampu menghasilkan
enzim siklooksigenase yang baru, sehingga prostasiklin dapat dihasilkan

kembali.*?
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5.5. RINGKASAN

Hasil penelitian ini yang mengukur metabolit prostasiklin dalam urin dan
penelitian terdahulu yang mengukur metabolit tromboksan dalam sampel urin
yang sama dari subyek penelitian yang sama, yakni wanita pramenopause dan
pascamenopause sehat yang diberi aspirin 100 mg selama 7 hari dapat |
diringkaskan sebagai berikut:

e Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF|, awal pada wanita pramenopause lebih
tinggi secara bermakna dibandingkan dengan wanita pascamenopause
(150,98 ng/ 'g kreatinin vs. 79,90 ng/ g kreatinin, p = 0,002)

e Pemberian aspirin 100 mg sehari selama 7 hari menurunkan kadar 2,3-
dinor-6-keto-PGF), secara bermakna baik pada wanita pramenopause
(selisth = 78,44 ng/ g kreatinin, p = 0,001), maupun pada wanita
pascamenopause (selisih = 35,71 ng/ g kreatinin, p < 0,001}

» Penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF, tidak berbeda bermakna antara
wanita pramenopause dan wanita pascamenopause (46,26 ng/ g kreatinin
vs. 40,94 ng/ g kreatinin, p = 0,574)

e Rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF;, awal
pada wanita pascamenopause lebih tinggi secara bermakna dibandingkan
dengan wanita pramenopause (4,09 vs. 1,13, p=0,001)

e Pemberian aspirin 100 mg sehari selama 7 hari menurunkan rasio kadar
tersebut secara bermakna pada wanita pascamenopause (selisih = 4,09, p
= 0,012), namun tidak bermakna pada wanita pramenopause (selisih =
0,17, p=0,574).

+ Penurunan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-
PGF);, pada wanita pascamenopause lebih besar secara bermakna
dibandingkan wanita pramenopause (1,91 vs. 0,17, p = 0,022)

¢ Dengan demikian, rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-
keto-PGF), akhir pada wanita pascamenopause tidak berbeda dengan
rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-PGF,, awal
pada wanita pramenopause (1,57 vs. 1,04, p = 0,08)
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s Persentase penurunan kadar 11-dehidro-tromboksan-B: dibandingkan
dengan persentase penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, pada wanita
pramenopause lebih besar secara bermakna (61,13% vs. 46,26%, p =
0,049) sedangkan pada wanita pascamenopause jauh lebih besar dan
sangat bermakna (73,32% vs. 40,94%, p < 0,001).
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BAB VI
KESIMPULAN DAN SARAN

6.1. KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian mengenai kadar 2,3 dinor 6 keto PGF la
dalam urin wanita pramenopause dan pascamenopause alami yang minum aspirin
100 mg, dapat disimpulkan bahwa:

1. Persentase penurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF1, tidak berbeda antara
wanita pramenopause dan wanita pascamenopause. '

2. Penurunan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / kadar 2,3-dinor-6-
keto-PGF)q lebih besar secara bermakna pada wanita pascamenopause

dibandingkan pada wanita pramenopause

6.2. SARAN

Diperlukan penelitian lebih lanjut untuk mengkonfirmasi hasil penelitian
pendahuluan ini dengan jumlah sampel yang lebih besar yaitu 104 orang tiap
kelompok. Perhitungan sampel dapat dilihat pada Lampiran 7.
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Lampiran 1: Surat Keterangan lolos kaji etik panitia tetap penilai etik
penelitian FKUI

@ UNIVERSITAS INDONESIA
‘ﬁmg% FAKULTAS KEDOKTERAN

= Jakan Salegba Raya Mo, 6 frtar Prct

*‘-A"“;; P Box (356 fakarta 10430
-49;—- Feepes Salomba Tedn 11930071, 11930373, 3502977, 3977340, 3912477, 3153736, a1 31930372, 3157288, e-maef - office S vi acid

NOMOR  : 4Gef /PTO2.FK/ETIK/Z008

KETERANGAN LOLOS KANETIK

ETHICAL — CLEARANCE

Panitia Tetap Penilai Elik Peneglitian, Fakullas Kedokteran Universilas Indenesia
dalam upaya melindung: hak asasi dan kesejahteraan subyek penelitian
kedokleran, telah mengkaji dengan teliti protokol berjudut:

The Committec of The Medical research Ethics of ihe Facully of Madicine,
Univarsily of Indonesia, with regards of the Prolection of human aghls and veifare
in medical research, has carefully reviewed tfie proposal eniitied:

“KADAR 11-DEHIDRO TROMBOKSAN 82 DAN 23-0INOR G-KETQO
PROSTAGLANDIN F1 ALPHA DALAM URIN WANITA PRE-MENOPAUSE DAN
PASCA-MENOPAUSE ALAM! YANG MEMINUM ASPIRJIN 100 MG",

Peneliti Ut : MARCIA BEW] HARTANT L Apt
Name of the principal investigator de.ZITA ARTESELIA

Nitma Inslitusi 1 FARMAKOLGOGHI FRUI
dan telah menyelujui protocol tersebut di alas,
and approved the above mentioned proposal.

- . JJakarta, 3. Nopember 2006

Chalrman
: Ketua

Prof, Dr. dr..Agus Firmansyah, SpA(K)
-Pencliti wajib menjaga kerahasiaan
identitas subyek penelitian.
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Lampiran 2: Skema dan biokimia ACE™ Competitive Enzyme Immunoassay

Plates are pre-casted with
gt anti-mouse pobyclinal
antibody and blocked with
1 propictary Bemubsdon
of proing.

2 Wash to remgveall
unbaud reagents.

Y = Goat Polyclonal Anti-Mouse IgG
= Blocking proteins

BQ = Acttylcholinesterase linked
to 2.3-dinor-6-keto PGF,, (Tracer)

1+ = Specific antibody to
2.3-dinar6-keta PGE,_

G = Free 2.3-dinor-6-keto PGF,
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Lampiran 3: Case Report Form

“ Kadar 11-Dehidro-tromboksan B; dan 2,3-Dinor-6-keto Prostaglandin Fi,
dalam Urin Wanita Pascamenopause alami dan Wanita Pramenopause

yang Minum Aspirin 100 mg

CASE REPORT FORM

Name of Investigator : Marcia Dewi Hartanto
Zita Arieselia

Name of Study Center : Departement of Pharmacology and Therapeutic,
Faculty of Medicine, University of Indonesia

Country : Indonesia (Jakarta)

Confidentiality Statement : The information contained in this CRF is the property of the
investigator, and therefore provided to you In confidence as an investigator, potential investigator
or consultant, for review by you in confidence, 1t is understood that the information in this CRF will
not be disclosed to others without written authorization from investigators except to the extent
necessary to obtain informed consent fro those persons to whom the jrivestigational product may
be administered.
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INSTRUCTIONS FOR CRF COMPLETION

GENERAL INFORMATION
' = The CRF pages are printed on A4 paper

» Please do not add anything to the copy pages

= All entries to paper CRF's must be made dearty in blue-point pen

= Ensure all entries are legible and In English

s Please not that the litle numbers (codes) on the left site of the check boxes are only
relevant for Data Management procedures

» Fill in all questions, do not leave any blank where data are expected.

PREMATURE DISCONTINUATION ,
» If an entire visit Is not performed because the patient discontimies prematurely, the Study
completion page must be completed,

HEADER BOX
Center ID/Patient No.

» Each patlent receives a unigue 1D number based on the center and patient numbers. The
first part represents the center number; the last part indicates the order of patient entry
into the study.

* Once asslgned, the patient number cannot be relssued to another patient

s Cormrect identification of the patient is crucial and the header box must be completed on
each CRF page.

Patient’s Initials
» Enter the patient’s initials on every page using the first letter of the first name and family
name {e.g. Marcia Dewl Hartanto = MDH)

Date
» Using the following date format (e.g. 130908) ;
Day (2 digits): 01-31; Month (2 digits): 01-12; Year (2 digits); 08-09

MISSING DATA
« Enter one of the following, if data are not available:
UNK = Unknown
NA = Not Applicable :
ND = Not Done {if a required evaluation is ND, an explanation must be recorded n the
comments section)

PROCEDURE FOR CORRECTING CRF DATA
+ Cormrections are made by placing a single horizontal line through the Incomrect entry, so
that is still legible {e.g. mistake), and placing the revised entry beside it.
= The revised entry must be Initialed and dated by a member of the investigator’s staff
authorised to make CRF entries.
s  Correction fluid must not be used,
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INFORMASI YANG DIBERIKAN KEPADA CALON SUBYEK PENELITIAN

PENELITIAN KADAR 11-DEHIDRO-TROMBOKSAN B2 DAN 2,3-DINOR-6-KETO
PROSTAGLANDIN F1a DALAM URIN WANITA PRAMENOPAUSE DAN
PASCAMENOPAUSE YANG MEMINUM ASPIRIN 100 MG

Kami, tim peneliti dari Departemen Farmakologi dan Terapeutik FKUI ingin menilai
bagaimana kerja aspirin dalam menghambat secara efektif pengentalan darah pada wanita
pramenopause dan wanita pascamenopause. Penelitian ini mengikutsertakan 30 wanita
yang terdiri dari 15 wanita pramenopause dan 15 wanita pascamenopause dan obat uji yang
akan digunakan adalah cobat pengencer darah (antiplatelet} yang telah lama dipasarkan di
Indonesia dan seluruh dunia, yaitu aspirin. '

Aspirin adalah obat yang berfungsi mencegah penempelan (adhesi) dan pengentalan
darah (agregasi trombosit). Pada pembuluh darah yang sehat trombosit yang bersikulasi
tidak akan menempel (adhesi) dengan pembuluh darah. Usia yang semakin meningkat pada
wanita pascamenopause diduga dapat meningkatkan perlekatan darah satu sama lain.

Pada penelitian ini, setiap sukarelawan akan mendapat 1 tablet aspirin dosis rendah
(100 mg) setiap hari selama 7 har berturut-tunut yang diminum dengan segelas air putib.
Sukarelawan diminta mengumpulkan air kencingnya pada hari pertama sebelum aspirin
diberikan dan pada hari terakhir selama 24 jam setelah pemberian aspirin terakhir.

Jika Anda bemminat ikut serta dalam penelitian ini, persyaratan berikut harus
dipenuhi; ,
1. Bersedia menandatangani Surat Persetujuan Partisipasi Dalam Penelitian secara
sukarela setelah mendapat penjelasan mengenai penelitian ini.
2, Wanita pramenopause dan pascamenopause sehat berdasarkan pemeriksaan fisik
dan laboratorium (darah dan air kencing)
3. Bersedia menjalani kondisi berikut:
a. Puasa pada malam sebelumn pengambilan air kencing hari pertama, minimal
.sepuluh jam.
b. Tidak makan aspirin 2 minggu sebelum penelitian
¢. Tidak makan obat antiinflamasi nonsteroid 3 hari sebelum penelitian
d. Tidak menggunakan kontrasepsi oral / terapi hormonal / terapi hormon bentuk
depo.
e. Tidak terlibat uji klinik dalam 3 bulan terakhir
f. Tidak ketergantungan obat atau alkohol
g. Tidak sedang hamil atau menyusui,

Jika Anda telah menandatangani Surat Persetujuan untuk ikut dalam penelitian ini,
Anda akan diperiksa kesehatannya oleh seorang dokler, serta contoh darah dan air seni
Anda akan diambil untuk diperiksakan ke [aboratorium klinik. Jika Anda memenuhi
persyaratan sehat untuk penelitian ini dan bersedia untuk menjalani kondisi-kondisi tersebut
diatas, maka Anda akan diikutsertakan dalam penelitian ini.

Pada pertemuan pertama, Anda akan diminta datang ke tempat penelitian pada
pukul 7.30 pagi setelah berpuasa dahulu sejak pk. 21.00, malam sebelumnya (tidak boleh
makan apapun kecuali minum air putih). Di tempat penelitian Anda diminta duduk dengan
nyaman. Setelah itu, Anda diminta untuk mengumpulkan air kencing Anda pada pot plastik
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yang diberikan, sebelum obat diberikan. Anda juga akan diambil darah 1 kali untuk
pemeriksaan laboratorium.

Apabila Anda memenuhi syarat untuk ikut serta dalam penelitian ini, maka Anda
diminta untuk mengumpulkan urin selama 24 jam pada hari yang telah ditentukan oleh
peneliti. Urin dikumpulkan pada wadah yang telah diberikan. Sefiap kali urin dikumpulkan,
urin harus langsung disimpan dalam box pendingin yang telah diberikan.

Pada pertemuan kedua, Anda diminta datang ke tempat penelitian dengan
menyerahkan urin 24 jam (Hari pertama). Sebelum pulang, Anda akan mendapat tablet
aspirin untuk diminum keesokan harinya 1 tablet sekali 1 hari setelah makan pagi selama 7
hari berturut-turut.

Pada hari ketujuh pk. 07.00, Anda diminta untuk mulai mengumpulkan urin dalam.
wadah yang telah diberikan, dan setiap kali urin dimasukkan ke dalam wadah harus
langsung dimasukkan ke dalam box pendingin. Urin dikumpulkan selama 24 jam, hingga pk.
07.00 hari kelima belas.

Pada hari kedelapan Anda kembali diminta datang ke tempat penelitian pada pukul
07.30. Anda diminta untuk menyerahkan air kencing 24 jam Anda dan diperiksa tekanan
darahnya.

Hal-hal yang tidak diinginkan yang dapat terjadi akibat minum obat penelitian adalah
gangguan lambung berupa nyeri lambung, mual dan muntah namun biasanya ringan dan
dapat diatasi dengan pemberian obat maag. Semua sukarelawan berada dalam
pengawasan secrang dokter selama periede pengambilan air kencing. Bagi sukarelawan
yang mengalami gejala gangguan lambung berat, dan pendarahan saluran cema yang
diakibatkan oleh aspirin dan dengan demikian tidak meminum aspirin selama 72 jam
terakhir, dinyatakan sebagai putus studi dan air kencingnya tidak akan diperiksa. Kami akan
membantu mengobati efek samping yang timbul akibat penelitian ini.

Tidak ada manfaat langsung yang akan Anda peroleh dalam penelitian ini selain
pemeriksaan kesehatan gratis, tetapi informasi ilmiah yang didapat nantinya akan
bertnanfaat banyak pada wanita pramenopause dan pascamenopause yang memiliki risiko
terhadap penyakit jantung. Anda bebas menolak untuk ikut dalam penelitian ini, dan jika
Anda sudah menyatakan bersedia ikut, Anda juga bebas untuk mengundurkan diri dari
penelitian ini setiap saat yang Anda inginkan. Sebaliknya jika Anda tidak mematuhi instruksi
yang diberikan oleh peneliti, Anda dapat juga dikeluarkan dari penelitian ini setiap saat.

Peneliti akan merahasiakan semua data identitas Anda. Data identitas Anda hanya
akan dibuka jika diminta oleh pihak berwenang seperti Badan Pengawas Obat dan
Makanan, Depkes RI, dan Komisi Etik Penelitian Fakuitas Kedokteran Universitas indonesia.

Penelitian ini telah disetujui oleh Komisi Etik Penelitian FKUIL. Anda akan menerima
vang transport sebesar Rp. 300.000,- untuk partisipasi Anda dalam penelitian ini.

Jika ada hal-hal yang tidak diinginkan atau Anda memerlukan penjelasan lebih lanjut,
Anda dapat menghubungi peneliti;

Marcia Dewi Hartanto, S.Fam:., Apt. - HP 08179815056 / 5689148
Dr. Zita Arieselia — HP 08161146994 / 92802130
Departemen Farmakologi & Terapeutik FKUI, telp. 31930481 atau 3149632,.
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Formulir Persetujuan Partisipasi Dalam Penelitian

Semua penjelasan di atas telah disampaikan kepada saya dan semua
pertanyaan saya telah dijawab peneliti. Saya juga telah diberi waktu yang cukup
(lebih dari 24 jam) untuk membaca “Informasi yang diberikan kepada calon subyek
penelitian” dan telah memahami semua informasi penelitian ini.

Dengan menandatangani formulir ini, saya menyatakan secara sukarela
setuju untuk berpartisipasi dalam penelitian ini. Saya bersedia untuk mematuhi
segala aturan penelitian ini. Saya juga berhak untuk mengundurkan diri dari
penelitian ini setiap saat tanpa dikenakan denda atau ganti rugi.

Tanda tangan sukarelawan: Tanggal:

Nama lengkap
Alamat

.................................................................................................

Telp/HP
Peta alamat

Tanda tangan saksi :

Nama
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TROXCLIN STUDY - Case Report Form Screen ID : @ I___' D 70

SubjectID : DD - I:”:”:]

Subject Number  Subjedt Initlal

VISIT I ~- SCREENING
Date of visit : / / (dd/mm/yy)
Date of informed consent : / / (dd/mm/yy)
SUBJECT DEMOGRAPHIC
Date of birth ] / / (dd/mm/yy)
Age : yrs. mo.
Race : [0 Javanese [] Sundanese O Chinese

[0 Others (specify)

Height : m
Weight i kg
BMI (weight/height ?) : kg/m?

Significant medical history

Name of disease Date of last Treatment
onset

Investigator's signature ; ; Date: ____ / / ______ (dd/mmiyy)
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TROXCLIN STUDY — Case Report Form Screen ID @ El D I:l 71

SubjectID : l-_—]D - DDD

Subject Number  Subject Initial

History of hypersensitivity : [ Yes [1No
Specify the allergen :

Current concomitant medication

Name of drug Daily dosage Indication
Menopause :[] Yes {J No
Date of menopause : / / (dd/mm/yy)
] Natural L] Hysterectomy [ Others (specify)
Using HRT : 0 Yes O No
Using IUD : [ Yes [0 No

Using oral contraception / estrogen / combined estrogen-progesteron
therapy:

[1Yes U No
Using injectible or implant contraception:
£ Yes LINo

Using transdermal contraception :
O Yes O No

Smoking : OYes I No [ Stop, since : yrs. ago
Alcoholism : OYes O No [ Stop, since : YIS, 8g0
Drug abuse : DOYes CINo (] Stop, since : yrs, ago
Investigator's signature : ; Date: / / (dd/mmfyy)
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TROXCLIN STUDY — Case Report Form

ScreenID : @DD 72

subjectrn : |11 - 11

Subject Number  Subject Initial

CLINICAL DATA

Physical examination :

Date of physical examination : / /

Heart rate : x/min.
Respiratory rate x/min.

Body temperature °C

Blood pressure : / mmHg

Head and neck

(dd/mm/yy)

Thorax

Abdomen

Extremities

Investigator's signature : ; Date :

/

[ (dd/mmiyy)
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TROXCLIN STUDY — Case Report Form saeento : SJL 1] 73

Subject1D : DD - DDD

Subject Number  Subject Enital

Laboratory findings:
Date of sample taken : / / (dd/m_m/yy)
Date of results obtained : / / (dd/mm/yy)
Laboratory tests : 0 normal
@ abnormal (specify below)
3 not done
Examination Result Unit
Liver Function Tests :
SGOT U/L
SGPT U/L
Lipid Profile :
Cholesterol Total mg/dL
Cholesterol LDL mg/dL
Cholesterol HDL ' myg/dL
Triglyceride mg/dL
Kidney Function Tests :
Urea N mg/dL
Ureum mg/dL
Creatinine mg/dL
Hematology :
Hemoglobin g/dL
Thrombocyte 10%/uL
Investigator’s signature : —_— : Date: ! / {ddimmfyy)
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TROXCLIN STUDY — Case Report Form

ScreenID @DD

74

susjectto : [ J[] - (JC10]

Subject Number  Subject Initial

Inclusion criteria:

Yes No

U0
. O O
. O
« OO

Exclusion criteria:

Yes No

O O
. L1 [

. L L

L
]

)

.
Ooooooon

10.
11,

12,

Eligibility

Healthy postmenopausal women or premenopausal { age > 40 year)

LDL < 160 mg/dL
Blood Pressure < 140/90 mm Hg
Agrees to participate in this study

Ingestion of aspirin within 2 weeks before study
Ingestion of a nonstercidal antiinflamatory drug withln 2 weeks
before the study

Histary of bleeding disorders, gastrointestinal bleeding,
hemorrhagic stroke, or allergy to aspirin.

Ingestion of oral contraception / estrogen / combinad estrogen-
progesteron therapy.

Use of injectable or implant contraception

Ingestion of hormone replacement therapy (HRT).

Use of transdermal HRT

Involve in other clinical study during the last three months.
Drug or alcohol dependent history

Diabetes Mellitus type I or II

Thrombocytopenia ( platetet count < 150000/uL)

Anemia (Woman, Hb < 10.0 g/dL)

Renal or liver impaired (Serum creatinine >1,4 mg/dL and/or serum

transaminase > 1,5x ULN)

Is this subject eligible for the study?

OYes

[JNo, continue to resume (CRF page 16)

Investigator’s signature :

; Date: | {dd/mm/yy)
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TROXCLIN STUDY — Case Report Form ScreenID ! E I:l |:| 75

Subject ID : L0 - OO0

Subject Number  Subject Initial

VISIT II - FOLLOW UP 1

Date of visit : / / {dd/mm/yy)

Dispense Study Medicine
The patient receives 7 tablets of aspirin O Yes I No

Instruct the patient to take study medicine once daily [1 Yes (I No

Drug batch number :

Drug Expired date D |:| = D D - I::I I:l (dd/mm/yy)

Number of tablets : tablets

Baseline of 11-dehydro Thromboxane B2 and 2,3-Dinor-6 Keto
PGF;, from 24 hours urine
Was urine sample taken?

l___.| Yes I:I No, specify the reason

Was urine collected 24 hours ?

|:| Yes D No, specify the reason

Starting time of urine collection: I:l D : l:l D until I:I ]:I : D D

24-hr clock 24-hr clock

Date of sample taken: ‘:' D - I:' l:] = I:I D {dd/mm/yy)

Concentrations of :
11-Dehydro Thromboxane B; =
2,3-Dinor-6 Keto PGFy, =

Investigator’s signature ; ; Date: / / (dd/mmiyy)
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TROXCLIN STUDY — Case Report Form ScreenlD : @ |:| D 76

subjecrso ; |11 - CIC1{]

Subject Number  Subject Initial

VISIT III - FOLLOW UP 2

Date of Visit : D D - D I:I - D D (dd/mm/yy)

Baseline of 11-dehydro Thromboxane B; and 2,3-Dinor-6 Keto
PGF,, from 24 hours urine

Date of 1% intake D D - D I:, - D D (dd/mm/yy)
Date of 7" intake : I:I D - D D - I:I D {dd/mmy/yy)

Was urine sample taken?

L—_' Yes |___| No, specify the reason

Was urine collected 24 hours ?

D Yes D No, specify the reason
; Starting time of uring collection: D |__—| : |:| D until |:| D : D D

24-hr clock 24-hr dock

Date of sample taken: I:l D = D D - D D {dd/mm/yy)
Date of sample taken: I:I I:I - D D - |:| |:| (dd/mmyyy)

Concentrations of :
11-Dehydro Thromboxane B; =

2,3-Dinor-6 Keto PGFla

Study Drug
No. of drug returned : tabs

Investigator’s signature : ;Date:_  f_ _ } (dd/mm/yy)
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TROXCLIN STUDY — Case Report Form ScreenID D D 77

sujectzo ; 11 - LILIC]

Subject Number  Subject Initial

ADVERSE EVENT AND CONCOMITANT MEDICATION

Any adverse events

D Yes; Fill the adverse events form (CRF page 14)

DNO

Any changes in current concomitant medication?
D No

El Yes; Please specify :
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TROXCLIN STUDY - Case Report Form

ScreenID : E]E”:] 78
SubjectID : [:”:I - I:”:ID

Subject Number  Subject Initial

ADVERSE EVENTS

Record all adverse events since the last dose, and whether or not considered drug related.

Specify diagnosis, not individual symptoms.

D No Adverse Event

Adverse Event
Date of onset / / / / / /
Date resolved / / / / / /
or ongoing O Ongoing O Ongoing 0 Ongoing
Pattern of Events | O C ~ Constant O C - Constant 0 C- Constant
(check all that D1 - Intermittent D I - Intermittent 0 I - Intermittent
apply} 0 A- Immediately after O A- Immediately after 0 A- Immediately after

dosing dosing dosing
Severity D1~ Mild 0 1-Mid 01-Mid

O 2 - Moderate 0 2 - Moderate 0 2 - Moderate

03 - Severe a3 - Severe 0 3 - Severe

0 4 - Life-threatening* 0 4 - Life-threatening®* | O 4 - Life-threatening*
Effect on Study | 00 - None £ 0 —None 00 - None
Drug O 1 - Reduced D 1 ~ Reduced 0 1 - Reduced
Dosing 0 2 - Interrupted 0 2 ~ Interrupted O 2 - Interrupted

0 3 - Discontinued 0 3 ~ Discontinued 0 3 — Discontinued
Action / 0 0 - None 00 - None a0 - None
Qutcome 0 1 - Treatment given 0 1 - Treatment given 0 1 - Treatment given
(check all that O 2 - Hospitalization* 0 2 - Hospitalization* 00 2 - Hospitalization*
apply) (New or Pro[onged) (New or PrOIOHQEd) (New or PmlonQEd)

03 - Disability 03 - Disability O 3 - Disability

(permanent)* (permanent)* {permanent)*

00 4 — Death* 0 4 — Death* 0 4 — Death*

0 5 — Additional Study 0 5 - Additional Study O 5 — Additional Study

Visit Visit Visit
Relationship to | O € - Unlikely 0 0 - Unlikely 0 0 = Unlikely
Study Drug J 1 - Possible O 1 - Possible 0 1 - Possible

d 2 - Probable C 2 - Probable O 2 - Probable
Serious AE* oYes* ONo ODYes* [ No OYes* 0ONo
Date Sponsor/CRC / / / /

Notified / /
D M Y D M Y D M Y
Name of Person
Notified

* Sponsor must be notified within one working day
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TROXCLIN STUDY - Case Report Form Screen ID 1 IE] D [:l 79

suectro : (][] - (IO

Subject Number  Subject Initial

RESUME
L__l Patient completed the study
Patient was withdrawn:
AL screen
During treatment

Reason for withdrawal

Laboratorium abnormality, recorded on CRF page 9
Adverse event, recorded on CRF page 14

Serious adverse event, recorded on CRF page 14

Lost to follow up (Patient could not be contacted by phone or
any other means)

Protocol violation, specify :

Withdrew consent
Did not meet eligibility criteria, specify :

O OO 0O Oooied

Cthers, specify :

Date of discontinuation : D D - D D - I:' I:] (dd/mm/yy)

or D unknown

Commentis/ Details:

I have reviewed and confirmed that all data pertaining to this subject are complete

and accurate:

Responsible investigator’s signature: H / /

(dd/mm/yy)
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Lampiran 6 : Uji statistik

82

6.1. Uji t berpasangan uwntuk membandingkan kadar 23-dinor-6-keto-

PGFy, (ng/g kreatinin) warifa pramenopause sebelum dan sesudah

pemberian ASA (acetyisalicylic acid)

Sebelum Sesudah Selisih sebelum Selisih sebelum dan
Subyek No. minum minum dan sesudah sesudah minum ASA
ASA ASA minum ASA (% sebelum)
1 128,183 20,180 108,003 84,257
2 240,982 185,122 55,860 23,180
3 94,282 77,015 17,267 18,314
4 164,949 89,662 75,286 45,642
S 223,723 35,034 188,689 84,341
6 97,409 68,480 28,929 29,698
7 78,225 60,049 18,176 23,235
3 85,952 73,373 12,619 14,674
9 83,699 37,811 45,888 54,825
10 159,018 73,628 85,389 53,698
11 310,890 84,695 226,195 72,757
12 139,545 44,205 95,340 68,322
13 151,938 120,248 31,690 20,857
14 101,427 84,401 17,026 16,786
15 204,400 34,133 170,267 83,301
Uji
normaliss | =02 | p=00% |  p=02 p=0,097
(Kolmogorov- (normal) (normal) {normal) {normal)
Smimov)
Mean 150,978 72,536 78,442 46,259
SD 68,302 40,847 68,306 27,010
t berpasangan | = meangg/ (SDga/Vn) :
= 78,442 / (68,306/N15)
=4 448
p = (3,001 (2-tailed, df = 14)
95% CI = meangg+ tyorsqey X SE
= 78,442 + 2,145 x SDAA15

= 78,442+ 2,145 x 68,306/3,87

= 78,442+ 37,830
=40,612 - 116,272
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6.2. Uji t berpasangan untuk membandingkan kadar 2,3-dinor-6-keto-

PGF;, (ng/g kreatinin) sebelum dan sesudah ASA pada wanita

pascamenopause

Sebelum Sesudah Selisih sebelum Selisih sebelum dan
Subyek No. minum minum dan sesudah sesudah minum ASA
ASA ASA minum ASA {% sebelum)

1 27,666 19,728 7,939 28,694

2 63,167 51,247 11,920 18,870

3 88,896 45,605 43,291 48,698

4 78,810 66,628 12,182 15,458

5 35,823 35,727 0,096 0,269

6 146,919 105,647 41,272 28,092

7 23,517 10,645 12,872 54,736

8 109,669 12,963 96,706 88,1380

9 651,830 12,490 49,340 79,800

10 68,660 36,865 31,795 46,308

11 44 494 32,485 12,009 26,990

12 86,278 61,681 24,597 28,569

13 158,669 62,318 96,351 60,725

14 120,721 52,165 68,556 56,789

15 83,352 56,707 26,645 31,967
Uji
nE]mnaIitas p=02 p=02 p=0,2 p=0.2
{Kolmogorov- {normal) {normal) {normal) (normal)
Smirnov)
Mean 79,898 44,193 35,705 40,939
SD 40,726 25,569 30,723 24,200
t berpasangan { = meangg/ (SDyin/ V)

= 35,705/ (30,723N15)
= 4,501 -

p < 0,001 (2-tailed, df = 14)
95% CI = meangms £ togrsqe X SE

= 135,705+ 2,145 x SDd15
35,705+ 2,145 x 30,723/3,87
35,705 17,016

= 18,689 - 52,721
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6.3. Uji t tidak berpasangan untuk membandingkan kadar awal 2 ,3-dinor-6-

keto-PGF), (ng/g kreatinin) wanita pramenopause dan pascamenopause

Subyck No. Wanita pramencpause {(A) Wanita pascamenopause (B)
1 128,183 27,666
2 240,982 63,167
3 94,282 83,896
4 164,949 78,810
5 223,723 35,823
6 97,409 146,919
7 78,225 23,517
8 85,992 109,669
9 83,699 61,830
10 159,018 68,660
11 310,890 44 494
12 139,545 86,278
13 151,938 158,669
14 101,427 120,721
15 204,400 83,352
Uji normalitas p = 0,2 (normal) p = 0,2 (normal)
{Kolmogorov-Smirnov) ! i
Mean 150,978 79,898
SD 68,302 40,726
SEar = Y[(SDy*/m) + (SD;"/ny))
=[(68,302%15) + (40,7267/15)]
= 20,533
t = (meamn, — meany) / seyr
=(150,978 — 79,898) / 20,533
= 3,462
df [(sdy*m)) + (sd2"/n ) \
= [(sdr’m)*m-1)] + [(sd2*/m2)*/(n2-1)]
[(68,302%/15) + (40.726%/15))>
[(68,302%15)%/(15 - 1)) + [40,726Y/15)%/(15 - 1)]
= 22838
p = 0,002 (2-tailed, df = 23)
95% CI = meanyy =+ tporspa X SEan

= (150,978 — 79,898) = 2,069 x 20,533
=71,080% 42,483
= 28,597 - 113,563

Universitas Indonesia
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6.4. Uji t tidak berpasangan untuk membandingkan penurunan kadar 2,3-
dinor-6-keto-PGF;, (%  sebelum)

wanita pramenopause dan

pascanmenopause
Subyek No. Wanita pramenopause (A) Wanita pascamenopause (B)
1 84,257 28,654
2 23,180 18,870
3 18,314 48,698
4 45,642 15,458
5 84,341 0,269
6 29,698 28,092
7 23,235 54,736
8 14,674 88,180
9 54,825 79,800
10 33,698 46,308
11 72,751 26,990
12 68,322 28,509
13 20,857 60,725
14 16,786 56,789
15 83,301 31,967
Uji
normalitas p=0,097 p=0,2
{Kolmogorov- (normal) (normal)
Smimov)
Mean 46,259 40,939
SD 27,010 24,200
SEsin = 8Dp x ¥(I/ny + 1/ny)
=[(n;-1.8D + n;-l.SDzz)fgnﬁnz-Z)] x V(Un, + 1/ny)
=[(14 x 27,01° + 14 x 24,29/(28)]x V(1/15 + 1/15)
=25,644 x 0,365
=9,364
t = (mean; — mean; SE
= (46,259 — 40,939)/ 9,364
= 0,568
p = 0,574 (2-tailed, df = 28)
95% CI = meanyig £ tygrs2sy X SEgim

= (46,259 - 40,939) £ 2,048 x 9,364
5,320+ 19,177
_13,857 > 24,497

Universitas Indonesia
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6.5. Uji t berpasangan untuk membandingkan rasio kadar 11-dehidro-

tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF), sebelum dan sesudah minum

ASA pada wanita pramenopause

Subyek No. Sebelum minum Sesudah minum Selisih seb.elum dan
ASA ASA sesudah minum ASA

1 0,479 1,020 -0,540
2 1,409 0,506 0,903
3 0,617 0,436 0,181
4 0,796 0,827 -0,030
5 0,972 2,004 -1,032
5 1,471 0,688 0,783
7 2,021 1,203 0,819
8 1,519 0,975 0,544
o 1,265 0,904 0,362
10 1,058 1,104 -0,046
11 0,632 1,102 -0,470
12 0,747 0,435 0,312
13 1,996 0,689 1,306
14 0,979 0,377 0,602
15 0,973 2,116 -1,143

Uji

normalitas p=02 p=0,149 p=02

{Kolmogorov- (normal) {normal) (normal)

Smirnov)

Mean 1,129 0,959 0,170

SD 0,477 0,521 0,716

t berpasangan | = meangg/(SDy/Vn)

=0,170/ (0,716/¥15)
=0,920
p =0,374 (2-tailed, df = 14)
95% CI = meangy & to'g-;j{ 14) X SE

=0,17 + 2,145 x SDd~1s

=0,17 £ 2,145 x 0,716/3,87

=0,17+0,4
=-0,23 2 0,57
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6.6. Uji t berpasangan untik membandingkan rasio kadar 11-dehidro-

tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF;, sebelum dan sesudah minum

ASA pada wanita pascamenopause

. Selisih sebelum
Subyek No. Sebelikné‘:unum _Sesudah dan sesudah
minum ASA .
minum ASA
1 4,277 2,013 2,263
2 3,825 1,600 4,225
3 1,957 0,882 1.075
4 2,348 0,330 1,519
5 6,740 1,824 4916
6 1,199 0,503 0,696
7 10,267 6,075 4,192
8 4,810 9,111 -4,302
9. 4,648 1,690 2,958
10 1,275 0,725 0,550
il 9,173 2,479 6,694
12 2,158 1,067 1,090
13 1,499 1,458 0,041
14 1,952 1,259 0,693
15 3,243 1,240 2,003
Uji normalitas <0.001 _
olmogorov- p=190,127 (normal) P b = 0,2 (normal)
(Slfnimo f) (tidak normal) P
Mean 4,091 2,184 1,908
SD 2,860 - 2,565
t berpasangan = meangg/ (SDgVN11)
= 1,908/ (2,565/Y15)
=2.881
p = (0,012 (2-tailed, df = 14)
95% CI = meangg  tyorspay X SE
= 1,908 + 2,145 x SDd/V15
=1,9084+ 2,145 x 2,565/3,87
= 1,908+ 1,422
={,486 - 3,33
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Uji t tidak berpasangan untuk membandingkan rasio kadar awal 11-

dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PG¥F,,; wanita prameno-pause

dan pascamenopause

Subyek No. Wanita pramenopause (A) Wanita pascamenopause (B)
1 0,479 4,277
2 1,409 5,825
3 0,617 : 1,957
4 0,796 2,348
5 0,972 6,740
6 1,471 ' 1,19¢
7 2,021 10,267
8 1,519 4,810
9 1,265 4,648
10 1,058 1,275
11 0,632 9,173
12 0,747 2,158
13 1,996 1,499
14 0,979 1,952
15 0,973 3,243
I]J(Jl] normalitas p=0.2 p=0,127
s (normal) (normal)
Mean 1,129 4,091
SD 0477 2,860
SEqg = V[(8D;"/ny) + (SD2"/ny)]
=[(0,477%/15) + (2,86%/15)]
= 0,749
t = (mean; — mean;) / SE ¢
= (1,129 -4,091) /0,749
=-3,955
df [(SD,*/ny) + (SDy/mp)]”
[(SD, %y )y(n;-1)] + [(SD2/n2)*(np-1)}
- [(0.477%/15) + (2,86%/15)]
— [(0ATTHISYHS = 1)) + [(2,86°715) /(15— 1)]
=14,772
P = (0,001 (2-tailed, df =15)
95% CI = meangg * togrs¢1s) X SEair

=(1,129 - 4,091) £ 2,131x 0,749
=-2,962+ 1,596
=-4,558 > -1,366

Universitas Indonesia
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6.8. Uji t tidak berpasangan uatuk membandingkan penrurunan rasio
kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF, antara wanita

pascamenopause dan wanita pramenopause

Subyek No. Wanita pramenopause (A) Wanita pascamenopause (B)
i -1,143 -4,302
2 -1,032 0,041
3 -0,540 0,550
4 0,470 0,693
5 0,046 0,696
6 -0,030 1,075
7 0,180 1,090
8 0,312 1,519
9 0,362 2,003
10 0,544 2,263
11 0,602 2,958
12 0,783 4,192
13 0,818 4,225
14 0,903 4916
15 1,306 6,694
Uji
ﬁ:;lnigtgaosrov p = 0,2 (normal) p = 0,2 (normal)
-Smimov)
Mean 0,170 1,908
sD 0,716 2,565
SEgir =[(SDy"/ny) + (SD;/ny)]
= V[(0,716%15) + (2,565%/15)]
= 0,687
t = (mean; — mean;) / SEur
=(0,170—1,908) / 0,687
=.2,530
df [(SD,“/ny) + (SD;"/nz)1*
= USD/nyY 1)) + [(SD/ng) A(np-1)]
_ [(0,716%/15) + (2,565/15)*_
—[(0,716%15)(15 - 1)] + [(2,565415Y/(15 - 1))
=16,202
P = 0,022 (2-tailed, df =16)
95% CI = meanyg + therspe) X SEaisr
=(1,170-1,908) % 2,120 x 0,687
=.1,738+ 1,456
=.3,194 - -0,282
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6.9. Uji t tidak berpasangan untuk membandingkan rasio kadar 11-
!/ 23-dinor-6-keto-PGFy,
pramenopause dan rasio kadar ll-dehidro-tromboksan-Bz ! 2,3-dinor-6-

dehidro-tromboksan-B;

keto-PGF;. akhir wanita pascamenopause

awal __ wanita

e 95% CI = antilog (-0,387) = antilog (0,027)
=0,410 > 1,064

Wanita pramenopause (A) Wanita pascamenopause (B)
Subyek No. 1= 12 asii Datalog __ Data asli Data log
1 0,479 0,319 0,503 -0,298
2 0,617 -0,210 0,725 -0,140
3 0,632 -0,199 0,830 -0,081
4 0,747 -0,127 0,882 -0,055
5 0,796 -0,09% 1,067 0,028
6 0,972 -0,012 1,240 0,093
7 0,973 -0,012 1,259 0,100
8 0,979 -0,009 1,458 0,164
9 1,058 0,025 1,600 0,204
10 1,265 0,102 1,690 0,228
11 1,409 0,149 1,824 0,261
12 1,471 0,168 2,013 0,304
13 1,519 0,182 2,479 0,394
14 1,996 0,300 6,075 0,784
15 2,021 0,306 9,111 0,960
Uiji
normalitas =0,2 p=0,2 <{(,001 _
(Kolmogorov (Eormal) {normal) (ﬁgak normal) | P~ 0,2 (normal)
-Smirmov)
Mean 1,129 0,016 2,184 0,196
sD 0,477 0,186 0,331
SEsr = V[(SD:"/n;) +(SD;ny)]
=[(0,186%15) + (0,331%/15)]
=01
t = (mean, — meany) / SEsx
=(0,016-0,196) /0,1
=-1,8
df [(SD¢*/n)) + (SD,7/mp)]°
[(SDy*/ny)*Km-1)] + [(SDy*/my) ¥(nz-1))
[(0,186*/15) + (0.331%/15)]*
= [(0,186*/15)*(15 — 1)} + [(0,331%15)%/(15 - 1)]
=22,038
B =(,08 (2-tailed, df=22)
95% Cl = MmeaNgr* t0_9?5{22) X SEdjﬁ'
=(0,016-0,196) £ 2,074 x 0,1
=.0,18 £ 0,207
=.0,387 > 0,027
Antilog ¢ Meangg = antilog (-0,18) = 0,661

Universitas Indonesia
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6.10. Uji t berpasangan untuk membandingkan persentase penurunan
kadar 11-dehidro-tromboksan-B; dar kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, pada

wanifa pramenopause

2,3-dinor-6-keto- 11-dehidro- SelisihA-B
PGF, (A tromboksan-
SubyekNo. | oy sebel(urzl) % sebelugf)(m
Data asli Data asli Data asli
1 84,257 66,515 -17,742
2 23,180 72,422 49,242
3 18,314 42,218 23,904
4 45,642 43,583 -2,059
5 84,341 67,711 -16,630
6 25,698 67,109 37,410
7 23,235 54,316 31,081
8 14,674 45,224 30,550
9 54,825 67,737 12,912
10 53,698 51,702 -1,996
11 72,757 52,487 -20,271
12 68,322 81,566 13,244
13 20,857 72,660 51,803
14 16,786 67,939 51,153
15 83,301 63,678 -19,623
Uji
normalitas p=0,097 p=0,085 p=0,2
{Kolmogorov (normal) {(normal) (normal)
-Smirnov)
Mean 46,260 61,125 15,634
SD 24,010 11,986 25,829
t berpasangan { = meansy/ (SDun/¥n)
= 15,634/ (25,829/415)
=2,344
p = (1,049 (2ailed, df = 14)
95% CI = mealgr+ togrsps X SE
= 15,634 £ 2,145 x SDd/A15
= 15,634 + 2,145 x 25,829/3,37
= 15,634 + 14,305
= 1,329 = 29,939
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6.11. Ujt t berpasangan untuk membandingkan persentase penurunan
kadar 11-dehidro-tromboksan-B; dan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, pada

wanita pascamengpause

2, 3-dinor-6-keto- 11-dehidro-
PGF, (A tromboksan-B Selisih A-B
Subyek No. (% seIIJel(ur?i) (% sebelumz)(B)
Data asli Data asli Data asli
1 66,430 28,694 37,736
2 17,717 18,870 58,847
3 76,881 48,698 28,183
4 70,137 15,458 54,679
5 73,013 0,269 72,744
6 69,829 28,092 41,737
7 73,216 54,736 18,480
8 77,608 88,180 -10,572
9 92,655 79,800 12,855
10 69,458 46,308 23,150
11 80,269 26,990 53,279
12 64,641 28,509 36,132
13 61,796 60,725 1,072
14 72,132 56,789 15,343
15 73,986 31,967 42,019
T oors [~ -0 0z | p-uz
Smimoy) (normal) (normal) (normal)
Mean 40,939 73,318 32,379
SD 24,200 7,403 22,803
tberpasangan | = meangg/ (SDy/Vn)
= 32,379/ (22,803/V15)
= 5,499
< 0,00] (2-tailed, df = 14)
95% Cl = meangr = 1o o7s¢14y X SE
=132,379+ 2,145 x SDd/15
=32,379%& 2,145 x 22,803/3,87
=32379+ 12,629
= 19,750 - 45,008
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ELampiran 7. Perhitungan sampel untuk penelitian lanjutan

Perhitungan sampel untuk penelitian lanjutan dengan metode yang sama dapat
dihitung menggunakan hasil dari penelitian pendahuluan ini,

Diketahui:

SD = 2,57 (karena SD penurunan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-
dinor-6-keto-PGF;, wanita pramenopause jauh lebih kecil
dibandingkan wanita pascamenopause, maka SD yang diambil adalah
SD yang lebih besar, yaitu SD pada wanita pascamenopause)

a = 5% (2-sided) > Zo = Z1z = Zogzs = 1,96
1-B = 80% > Z15=Zos= 0,842

A =1 (perbedaan minimal penurunan rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B, / 2,3-

dinor-6-keto-PGF, yang diperkirakan bermakna secara klinis)

Jumlah sampel untuk tiap kelompok:
- 2SD*(Z, +2,f

1 72 A!

~ 2x257%(1.96 +0.842)
12
= 103,7 ~ 104 orang
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Lampiran 8. Artikel tesis

Kadar 2,3-dinor-6-keto-Prostaglandin-F;, dalam Urin Wanita
Pascamenopause Alami dan Pramenopause yang Minum Aspirin

100 mg
Arini Setiawati', Rianto Setiabudy', Ali Baziad?, Zita Arieselia’

! Departemen Farmakologi dan Terapi, Fekultas Kedokteran Universitas Indonesia, Jakarta,
Depariemen Ilmu Kebidanan dan Kandungan, Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia, Jakarta.
Departemen Farmakologi dan Terapi, Fakultas Kedokteran Unika Atma Jaya, Jakarta,

Abstract

The prevalence of cardiovascular diseases in women increases sharply
after menopause. In postmenopausal women, thromboxane production increases
while prostacyclin production decreases. Low dose aspirin (75 — 150 mg) has long
been known as an antiplatelet aggregator. Aspirin reduces the production of both
thromboxane (potent thrombocyte aggregator and vasoconstrictor) and
prostacyclin (anti thrombocyte aggregator and potent vasodilator).

The present study was an open-label clinical trial with 2 parallel groups.
One group consisted of 15 premenopausal women (age > 40 years) while the other
group 1§ postmenopausal women (for 3 — 3 years). Twenty-four hours urine was
collected from each subject before and after aspirin 100 mg daily for 7 days. The
concentration of prostacyclin was measured as its metabolite (2,3-dinor-6-keto-
prostaglandin-F,) in urine using EIA (Enzyme Immunoassay). Thromboxane as
its urinary metabolites (11-dehidro-tromboksan-B,) was also measured in these
same urine samples in the previous study.

Previous study showed that aspirin significantly reduced thromboxane in
both groups, with significantly larger percentage reduction in postmenopausal
women compared to premenopausal women. Results of the present study showed
that aspirin reduced prostacyclin significantly in both premenopausal women
(mean difference = 78.44 ng/g creatinine; p = 0,001} and postmenopausal women
(mean difference = 35.71 ng/g creatinine; p < 0.001), but the percentage reduction
between the groups was not significantly different (46,26% vs. 40,94%; p =
0,574). The decrease in thromboxane and prostacyclin should be compared (as the
decrease in the ratio of 1l-dehidro-tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-
prostaglandin-F;,) to assess aspirin efficacy as an antithrombotic. Calculation of
the ratio of 11-dehidro-tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F,, before
aspirin consumption was much higher in postmenopausal women compared to
that in premenopausal women (4.09 vs. 1.13; p = 0.001). The decrease in 11-
dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F,, ratio by aspirin was
found much larger in postmenopausal women compared to that in premenopausal
women (1.91 vs. 0.17; p=0.022).

It was concluded that aspirin reduced prostacyclin significantly in each group with
nonsignificant percentage reduction between groups, but reduced the 11-dehidro-
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tromboksan-B, / 2,3-dinor-G-keto-prostaglandin-F. ratio much larger in post-
menopausal women compared to that in premenopausal women.

Keywords:

2,3-dinor-6-keto-prostaglandin-F,, low dose aspirin, postmenopausal women,

thromboxane/prostacyclin ratio.

PENDAHULUAN

Pada wanita pascamenopause
angka kejadian penyakit kardiovaskular
meningkat dengan curam. Satu dari 9
wanita usia 45 tahun - 64 tahun akan
mengalami penyakit kardiovaskular, se-
dangkan 1 dari 3 wanita usia 65 tahun
atau lebih akan mengalami penyalkit
kardiovaskular.’

Perkembangan penyakit kardio-
vaskular pada wanita mengalami keter-
lambatant sekitar 10 tahun dibanding-
kan pada poa. Menuwrut Framingham
Point Score, risiko penyakit kardiovas-
kular pada wanita mulai meningkat
saat usia 40 tahun > Pada wanita pasca-
menopause terjadi ketidakseimbangan
antara produksi tromboksan dan pros-
tasiklin.® Prostasiklin yang disintesis
oleh enzim siklocksigenase (COX) pa-
da endotelium merupskan vasodilaior
poten dan inhibitor agregasi trombosit,
Sedangkan tromboksan A; vang disin-
tesis oleh COX-1 pada trombosit meru-
pakan penyebab vasokonstriksi dan sti-
mulus poten untuk agregasi trombosit.*

Aspirin dosis rendah (75 mg —
150 mg) telah lama dikenal sebagai
penghambat agregasi trombosit* Me-
kanisme penghambatan agregasi trom-
bosit oleh aspirin adalah melalui ase-
tilasi enzim COX trombosit secara ire-
versibel. Proses asetilasi mengakibat-
kan terjadinya gangguan interaksi en-
zim COX-1 dengan substrat asam
arakidonat.

Women's Health Study yang
dilakukan pada tahun 2005 mencoba
mencari rasionalisasi penggunaan aspi-
rin untuk pencegahan primer terhadap
penyakit kardiovaskular pada wanita >

45 tahun dengan endpoint Klinis. Pe-
nelitian in1 melibatkan 39.876 wanita
sehat dengan intervensi aspirin 100 mg
setiap 2 had selama 10 tahun dengan
pembanding plasebo. Hasilnya menun-
jukkan penurunan risiko stroke iskemik
bermakna pada kelompok dengan
intervensi aspirin 100 mg dibanding-
kan kelompok plasebo, sedangkan pe-
nurunan risiko infark miokard tidak
bermakna dan peningkatan stroke he-
moragik juga tidak bermakna ’

Penelitian ini merupakan pene-
litian lanjutan dari penelitian sebelum-
nya yang mengukur kadar 11-dehidro-
tromboksan-B; (11-dTxBz) dalam sam-
pel urin pada subyek penelitian yang
sama. Pengukuran prostasiklin dalam
penelitian ini menggunakan metabolit-
nya, yaitu 23-dinor 6-keto PGF-la
dari urin subyek. Penelitian ini ingin
mengetahui  kadar 2,3-dinor-6-keto-
PGF. dengan metode EIA sebelum
dan setelah penggunaan aspirin pada
wanita pramenopause berusia > 40
tehun dan wanita pascamenopause
alami yang sehat (telah henti haid 3 - 5
tahun) sebagai rasionalisasi pengguna-
an aspirin untuk pencegahan primer
bagi subyek tersebut. Karena penggu-
naan aspinin akan menurunkan kadar
tromboksan dan prostasiklin, maka
perlu dibandingkan penurunan kedua-
nya sehingga diketahui apakah aspirin
efektif untuk pencegahan primer pe-
nyakit kardiovaskular pada wanita pra-
menopause > 40 tahun dan pasca-
menopause alami, Perbandingan ini di-
laporkan dalam bentuk rasio kadar 11-
dehidro-tromboksan-B; / kadar 2,3-di-
nor-6-keto-PGF 1.
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METODOLOGI

Penelitian ini merupakan uji
klinik dengan desain paralel dan tidak
tersamar. Subyek penelitian terdiri dari
2 kelompok yaitu wanita prameno-
pause dan wanita pascamenopause.
Kedua kelompok diintervensi dengan
minum aspirin salut enterik 100 mg
selama 7 hari berturut-turut setelah
makan pagi. Sampel urin 24 jam untuk
pengukuran kadar 2 3-dinor-6-keto-
PGF;s diambil sebelum dan setelah
subyek minum aspirin selama 7 hari.
Pengukuran kadar 2,3-dinor-6-keto-
PGF), dilakukan dengan metode En-
zyme Immunoassay (EIA). Pengukuran
terhadap kadar 11-dTxB; telah dilaku-
kan dalam sampel urin yang sama dari
subyek yang sama.

Subyek Penelitian

Semua subyek yang terlibat
harus memenuhi kriteria inklusi dan
eksklusi. Kriteria inklusi meliputi wa-
nita pramenopause atau pascameno-
pause (henti haid 3 — 5 tahun) sehat,
usia > 40 tahun, LDL < 160 mg/dL,
tekanan darah < 140/90 mmHg, BMI
(Body Mass Index) < 27,5 kg/m?, dan
menandatangani  formulir  informed
consent. Kriteria eksklusi meliputi
minum aspirin atau obat antiinflamasi
nonsteroid dalam 14 hari sebelum
penelitian, memiliki riwayat gangguan
perdarahan, perdarahan gastrointesti-
nal, stroke hemoragik, alergi aspirin,
minum kontrasepsi hormonal dalam 2
minggu terakhir, menggunakan kontra-
sepsi hormonal dalam bentuk depo,
minum HRT, terlibat uji klinik lain
dalam 3 bulan terakhir, riwayat keter-
gantungan obat atau alkohol, me-
rokok, DM tipe 1 atau 2, trom-
bositopenia (< 150.000/pL), anemia
(Hb < 10 g/dL), gagal ginjal atau hati.
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Sampel Urin

Urin yang digunakan dalam
penelitian ini adalah urin 24 jam yang
dikumpulkan oleh sukarelawan sebe-
lum dan sesudah minum aspirin 100
mg selama 7 hari berturut-turut. Urin
24 jam dikumpulkan dalam wadah
pendingin tanpa pengawet yang telah
diberikan kepada subyek penelitian.
Urin diukur volumenya, kemudian di-
kocok dan diambil 8§ mL untuk di-
simpan pada suhu -80°C hingga ana-
lisis pengukuran kadar 2,3-dinor-6-
keto-PGF) dilakukan.

Analisis Sampel Urin

Sampel urin dicairkan dari
Sfreezer, kemudian dipurifikasi dan
dilakukan assay menggunakan kit EIA
2,3-dinor-6-keto-PGF,, (Cayman Che-
mical, Ann Arbor, Michigan).

Analisis Statistik

Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF),
sebelum dan sesudah pemberian aspi-
rin pada masing-masing kelompok wa-
nita pascamenopause dan wanita
pramenopause dibandingkan dengan
uji t berpasangan atau uji Wilcoxon
(tergantung distribusi datanya).

Kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF},
awal (sebelum minum aspirin) pada
wanita pramenopause dan pada wanita
pascamenopause dibandingkan dengan
uji t tidak berpasangan atau uji Mann-
Whitney (tergantung distribusi data-
nya).

Selisih kadar 2,3-dinor-6-keto-
PGF), sebelum dan sesudah pemberian
aspirin dibandingkan antara wanita
pascamenopause dan wanita prameno-
pause dengan uji t tidak berpasangan
atau uji Mann-Whitney (tergantung
distribusi datanya).

Demikian juga dengan data
rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B,
/ kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,.
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Analisis statistik terhadap rasio
kadar 11-dehidro-tromboksan-B; /
kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,;, awal
pada wanita pramenopause dibanding-
kan dengan rasio kadar 11-dehidro-
tromboksan-B, / kadar 2,3-dinor-6-
keto-PGF,, pada wanita pasca-
menopause dilakukan dengan menggu-
nakan yji t tidak berpasangan atau uji
Mann-Whitney (tergantung distribusi
datanya).

Analisis statistik terhadap per-
sentase penurunan kadar 11-dehidro-
tromboksan-B, dan kadar 2,3-dinor-6-
keto-PGF), akhir pada masing-masing
kelompok wanita pramenopause dan
wanita pascamenopause dilakukan
menggunakan uji t berpasangan atau
uji Wilcoxon (tergantung distribusi
datanya).

HASIL

Karakteristik awal pada kedua
kelompok yang dibandingkan dapat
dilihat pada Tabel 1. Hasil analisis
statistik penurunan kadar 2,3-dinor-6-
keto-PGF,, dapat dilihat pada Gambar
1. Hasil analisis statistik penurunan
rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B2
! 2,3-dinor-6-keto-PGF, dapat dilihat
pada Gambar 2. Hasil analisis statistik
yang membandingkan persentase penu-
runan | l-dehidro-tromboksan-B> dan
2,3-dinor-6-keto-PGF,, pada wanita
pramenopause dan pascamenopause
dapat dilihat pada Gambar 3.

Analisis statistik yang mem-
bandingkan rasio kadar 11-dehidro-
tromboksan-B> /  2,3-dinor-6-keto-
PGF,, awal wanita pramenopause
dengan rasio kadar 11-dehidro-trom-
boksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-PGFiq
akhir wanita pascamenopause dengan
uji t tidak berpasangan pada data hasil
transformasi  logaritmiknya menun-
jukkan bahwa tidak terdapat perbedaan
bermakna antara kedua kelompok
tersebut (p = 0,08; 1,13 vs. 2,18).
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Tabel 1. Karakteristik awal wanita pas-
camenopause (A) dan pramenopause (B)

Karakteristik A B Total
n=15) | (n=15) | (n=30)
Usia (tahun)
Rerata (SI) 54 (6) 44(10) | 49012}
Waldu setelah
menopause {tabumn)
Rerata (SD) 3,95
(0,77} - -
BMI
Rerata {(SD) 24,07 23,91 -
(2,05) (3,09}
Tekanan darah
sistolik (n)
<120 mmHg 4 8 12
120 - 129 mmHg 3 3 [
130 — 139 mmHg 8 4 12
Kolesterol LDL {n)
< 100 mg/dL. 4 8 12
100 - 129 mg/dL 3 3 6
130 — 159 mg/dL 8 4 12
FLre) 15011 :
% ri-' 10 na i ¥ =000z
5 maon | 11
gi w000 i ; i
e |
2000 1

ey iy

prama nonmne P AT R, !

Gambar 1. Diagram balok penurunan
kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,, oleh aspirin
pada wanita pramenopause dan wanita
pascamenopause.

0
I

4.5
E 400
[T
i Loo D
3 . A e il » =001z
2 1am
- L
= EET
0.9%
€ s
- @ &
L

e b by eudsh bt ey wruaish

L Pl s g

Farkkd drard perd. we Pt w800
Tk ora. Sewsd L pIncs Bkhi. o= Q00

Gambar 2, Diagram balok penurunan
rasio kadar 11-dehidro-tromboksan-B, /
2,3-dinor-6-keto-PGF;,  sebelum  dan
sesudah pemberian aspirin 100 my pada
wanita pramenopause dan pascame-
nopause
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Gambar 3. Diagram balok persentase pe-
nurunan kadar 2,3-dinor-6-keto-PGF,,
(PGI) dan 11-dehidro-tromboksan-B; {Tx)
pada masing-masing kelompok wanita
pramenopause dan wanita pascameno-
pause.

DISKUSI

Penelitian ini dilakukan untuk
memberikan dasar pemikiran dan ba-
han pertimbangan dalam pemberian
aspirin dosis rendah pada wanita pas-
camenopause, dengan membandingkan
penurunan tromboksan dan prostasiklin
pada wanita pascamenopause dan pra-
menopause.

Dalam penelitian ini didapatkan
bahwa kadar awal 2,3-dinor-6-keto-
PGF,, pada wanita pascamenopause
(80 ng/g kreatinin) lebih rendah secara
bermakna dibandingkan wanita prame-
nopause (151 ng/g kreatinin). Hasil ini
sejalan dengan beberapa penelitian
yang telah dilakukan sebelumnya.
Fischer dkk mengukur kadar 2,3-dinor-
6-keto-PGF,; dalam urin beberapa
kelompok subjek, yaitu kelompok
warita pramenopause (155 + 23 ng/g
kreatinin), pascamenopause (97 £ 24
ng/g kreatinin), wanita hamil trimester
pertama (230 £ 50 ngfg kreatinin) dan
wanita hamil trimester ke-3 (522 £ 53
ng/g kreatinin).’

Kadar prostasiklin yang berbe-
da pada wanita pramenopause, wanita
hamil dan wanita pascamenopause ini
dikaitkan dengan kadar hormon seks,
vaitu estradiol.® Kemudian diketahui
bahwa penurunan kadar 2,3-dinor-6-
keto-PGF, pada wanita pascameno-
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pause terkait dengan reseptor estrogen
¢. Sellers dkk meneliti peran reseptor
estrogen terhadap produksi prostasiklin
pada tikus. Penelitian dilakukan
terhadap tikus hipertensi yang dibagi
menjadi beberapa kelompok, yaitu
kelompok dengan ovarium yang utuh
dan yang telah dibuang. Pemberian
estrogen selektif reseptor alpha pada
tikus yang telah diovariektomi
menghasilkan produksi prostasiklin
yang lebih tinggi dibandingkan tikus
dengan ovarium yang intak ataupun
tikus yang telah diovariektomi yang
diberikan estrogen selektif reseptor
beta. Dari penelitian tersebut disim-
pulkan bahwa ERa (reseptor estrogen
alpha) meningkatkan produksi prosta-
siklin  dibandingkan dengan ERp
{reseptor estrogen beta).” Terkait
dengan penelitian ini, maka penurunan
produksi estrogen akan dapat menu-
runkan ikatan esirogen dengan ERg,
sehingga produksi prostasiklin juga
akan menurun. Demikian pula menje-
laskan bahwa pada kehamilan akan ter-
dapat peningkatan produksi prostasik-
lin sejalan dengan bertambahnya usia
kehamilan karena adanya peningkatan
estrogen.

Terdapat hubungan yang Kkuat
antara estrogen, prostasiklin  dan
aterosklerosis. Penelitian lain menje-
laskan bahwa vasodilatasi akibat pem-
berian estradiol pada wanita pasca-
menopause dimediasi oleh enzim
sikiooksigenase 2 (COX-2)."" Jadi
estrogen yang bekerja pada reseptor es-
trogen alpha akan meningkatkan pro-
duksi prostasiklin dengan cara meng-
aktivasi COX-2.° Penurunan kadar
prostasiklin pada wanita pascameno-
pause menyebabkan peningkatan atero-
genesis yang dapat meningkatkan risi-
ko infark miokard, stroke nonhemo-
ragik dan kematian akibat gangguan
kardiovaskular, seperti kematian akibat
infark miokard, stroke, gagal jantung,
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aritmia, emboli paru atau pecahnya
aneurisma aorta.'®

Tromboksan merupakan pro-
agregasi trombosit dan vasokonstriktor
yang poten, sedangkan prostasiklin
sebaliknya. Pemberian aspirin dosis
100 mg akan menghambat kerja enzim
siklooksigenase 1 dan 2 secara non-
spesifik, akibatnya tetjadi penurunan
produksi tromboksan dan prostasiklin.
Untuk mengetahui dan menilai efek
antitrombotik pemberian aspirin dosis
rendah, maka perlu dilakukan evaluasi
terhadap kedua prostanoid ini. Dalam
sebuah  penelitian, rasic  kadar
tromboksan dan prostasiklin dikatakan
mewakili tonus vaskular.'’

Pada penelitian ini tromboksan
dan prostasiklin divkur dari meta-
bolitnya dalam urin yaitu 11-dehidro-
tromboksan-B> dan 2,3-dinor-6-keto-
PGF,,. Wanita pramenopause memiliki
risiko penyakit kardiovaskular yang
rendah dibandingkan wanita pasca-
menopause.” Sesuai dengan pernyataan
tersebut, dalam penelitian ini dida-
patkan bahwa rasio kadar 11-dehidro-
tromboksan-B, / 2,3-dinor-6-keto-PGFi,
awal (sebelum minum aspirin 100 mg)
pada wanita pascamenopause lebih
tinggi secara bermakna dibandingkan
pramenopause. Hal ini juga sesuai
dengan penelitian yang dilakukan oleh
Jendryczko dan Tomala yang mengata-
kan bahwa terjadi ketidakseimbangan
ekskresi metabolit tromboksan dan
prostasiklin dalam urin wanita pasca-
menopause.

Setelah diberikan aspirin 100
mg selama 7 hari, maka terjadi pe-
nurunan rasio kadar 11-dehidro-trom-
boksan-B>/ 2,3-dinor-6-keto-PGF 4 pa-
da kedua kelompok. Penurunan rasio
11-dehidro-tromboksan-B; / 2,3-dinor-
6-keto-PGF,, berbeda bermakna antara
kelompok wanita pramencpause dan
pascamenopause (0,17 vs. 1,91; p =
0,022).
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Rasio kadar 11-dehidro-trom-
boksan-B; / 2,3-dinor-6-keto-PGF,, a-
wal pada wanita pramenopause (1,13)
tidak berbeda bermakna (p = 0,08)
dengan rasio kadar 11-dehidro-trom-
boksan-B: / 2,3-dinor-6-keto-PGF; ak-
hir pada wanita pascamenopause
(2,18). Hal ini dapat diasosiasikan
bahwa wanita pascamenopause yang
minum aspirin 100 mg memiliki faktor
proteksi terhadap aterogenesis dan
gangguan vaskular yang sama dengan
wanita pramenopause yang tidak
mengkonsumsi aspirin 100 mg,

Persentase penurunan kadar 11~
dehidro-tromboksan-B, akibat pembe-
rian aspirin 100 mg lebih besar
dibandingkan penurunan kadar 2,3-
dinor-6-keto-PGF, pada subyek yang
sama. Adapun kedua prostanoid inj
memiliki jalur yang sama, yaitu jalur
siklooksigenase dan dihambat oleh
aspirin dengan cara yang sama. Ada
beberapa hal yang dapat digunakan
untuk menjelaskan fenomena ini, yaitu:

Pertama, aspirin dosis rendah
sebagian besar bekerja pada trombosit
di vena porta dan hanya sebagian kecil
yang dapat lolos ke sirkulasi sistemik
untuk bekerja pada sel endotel. Hal ini
menyebabkan penurunan kadar trom-
boksan (yang dihasilkan oleh trombo-
sit) akan lebih besar dibandingkan
penurunan kadar prostasiklin (yang
dihasilkan oleh endotel)."

Kedua, karena banyaknya sel
yang memproduksi prostasiklin lebih
besar dibandingkan sel yang mem-
produksi tromboksan. Sel endotel ter-
dapat dalam jumlah yang besar pada
dinding pembuluh darah di seluruh
tubuh, sehingga sedikit aspirin dosis
rendah yang lolos ke sirkulasi sistemik
tidak cukup untuk mempengaruhinya,
tetapi dapat mempengaruhi sebagian
besar trombosit di vena porta (yang
jumlahnya jauh lebih sedikit diban-
dingkan endote]).'®
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Ketiga, recovery prostasiklin
yvang lebih cepat dibandingkan
trombosit. Hal ini disebabkan karena
aspirin memblok enzim siklooksigen-
ase secara ireversibel. Karena trom-
bosit tidak memiliki inti sel, maka ia
tidak dapat memsintesis enzim stk-
looksigenase yang baru, sehingga
trombosit tersebut tidak dapat mem-
bentuk tromboksan sepanjang usianya,
sedangkan sel endotel mampu meng-
hasilkan enzim siklooksigenase yang
baru, sehingga prostasiklin dapat di-
hasilkan kembali."

KESIMPULAN

Persentase penurunan kadar
2,3-dinor-6-keto-PGF,, tidak berbeda
antara wanita pramenopause dan
wanita pascamenopause.

Penurunan rasio kadar 11-
dehidro-tromboksan-B; / kadar 2,3-
dinor-6-keto-PGF,, lebih besar secara
bermakna pada wanita pascameno-
pause dibandingkan pada wanita
pramenopause.
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