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RINGKASAN

Retinopati diabetik adalah salah satu penyebab utama kebutaan pada usia
kerja dan populasi lanjut usia. Edema makula diabetik/Diabetic Macular Edema
(DME), suatu komplikasi lanjutan dari DR, dapat mengenai hingga 7% dari
penderita diabetes mellitus.

Peranan genetika dipertimbangkan sebagai faktor resiko retinopati
diabetik (DR) karena dari beberapa pengamatan didapatkan bahwa pengendalian
kadar glukosa darah, dislipidemia dan tekanan darah saja ternyata tidak cukup
dalam mengendalikan perkembangan DR.

Polimorfisme pada gen yang meng-encoding Angiotensin Converting
Enzyme (ACE) sangat potensial untuk merubah kepekaan diabetes melitus (DM)
terhadap terjadinya DR.

Gen dari Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) juga telah diteliti
secara ekstensif keterkaitannya secara potensial dengan terjadinya DR.

MikroRNA (miRNA) memainkan peran penting dalam proses patologis
retinopati diabetik, termasuk respon peradangan, pensinyalan insulin, dan
angiogenesis.

Patogenesis DME meliputi edema sitotoksik dan vasogenik. Pada edema
makula, akumulasi cairan dapat terjadi dalam ruang intraseluler atau ekstraseluler.

Faktor utama yang berpengaruh terhadap terjadinya edema makula
adalah permeabilitas blood retinal barrier (BRB), tekanan hidrostatik kapiler,
tekanan hidrostatik jaringan, tekanan osmotik jaringan dan tekanan osmotik
plasma

Optical Coherence Tomography (OCT) merupakan parameter kuantitatif
terbanyak saat ini yang digunakan adalah untuk mengukur ketebalan retina mulai
lapisan internal limiting membrane (ILM) sampai ke lapisan retinal pigment
epithelium (RPE).

Tujuan penelitian ini untuk membuktikan seberapa besar peranan
masing-masing atau bersamaan antara polimorfisme gen ACE/VEGF dan
microRNA (miRNA) 126 dan 146a pada terjadinya edema makula diabetik

Jenis Penelitian ini adalah studi observasional analitik dengan rancang
bangun studi case control (human model). Unit penelitian ini adalah cairan darah
perifer penderita retinopati diabetik yang diambil dengan total samping variabel
bebas penelitian ini adalah polimorfisme pada gen VEGF, polimorfisme pada gen
ACE, kadar ACE, kadar VEGF dan miRNA, variabel terikat penelitian ini adalah
keadaan edema makula diabetik yang tergambarkan secara kuantitatif dalam
ketebalan makula sentral. Seleksi sampel dilakukan di URJ Penyakit Dalam dan
Mata RSUD Dr Soetomo sejak awal 2020. Pengambilan sampel darah dan analisa
dilakukan di laboratorium Patologi Klinik RSUD Dr Soetomo. Analisa biomeluler
dan genetika dilakukan di Laboratorium ITD dan Rumah Sakit Khusus Infeksi
(RSKI) Universitas Airlangga. Data yang terkumpul pada penelitian ini terdiri
dari data kuantitatif dari hasil pemeriksaan immune histo kimia, Opfical
Coherence Tomography merek Heidelberg, Pemeriksaan ELISA, Pemeriksaan
PCR dan sequencing DNA Pemeriksaan RT-qPCR. Penelitian ini telah lolos
Telaah Etik Protokol Penelitian (Ethical Clearance) dari Komisi Etik Penelitian
Kesehatan RSUD Dr. Soetomo Surabaya, dengan Surat Hasil Telaah Etik
Protokol Penelitian No. 1941/KEPK/IV/2020.
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Jumlah sampel yang terkumpul sebanyak 108, dengan perincian 55
pasien dengan edema makula (kasus) dan 53 pasien tanpa edema makula
(kontrol), yang dalam pemeriksaan lanjutan mengalami penyusutan menjadi 54
kasus dan 50 kontrol.

Untuk pembagian retinopati diabetik kelompok kasus dan kontrol
(CASTROL), kelompok kasus dengan edema makula dan kelompok kontrol
adalah tanpa edema makula. Penghitungan hasil rerata untuk ketebalan retina
tepatnya di daerah makula, didapatkan untuk kelompok DME sebesar 453,13 um
dan untuk kelompok non-DME 242,17 um

Lebih rendahnya angka polimorfisme pada kelompok DME (gen ACE
maupun gen VEGF) menyebabkan dugaan kurang berperannya polimorfisme pada
kejadian DME dan dari hasil uji statistik dengan uji Logistik Regresi ternyata
hanya kadar VEGF saja yang berkorelasi positif bermakna dengan edema makula.

Hasil uji Logistik Regresi antara kadar ACE dengan kadar VEGF
menunjukkan adanya korelasi potensial (p=0,078). Kadar ACE juga dipengaruhi
oleh miRNA 126 meskipun secara uji statistik kurang bermakna( p=0,087).

Dari hasil uji statistik didapatkan adanya korelasi positif antara miRNA
126 dengan terjadinya edema makula, meski uji statistik dengan kadar VEGF
menunjukkan hasil korelasi yang tidak bermakna. Hal ini menunjukkan adanya
mekanisme lain dari miRNA dalam proses terjadinya edema makula diluar jalur
VEGF.

Dalam kaitan dengan mekanisme terjadinya edema makula, kadar VEGF,
(p=0,082) dan miRNA 126 (p= 0,069) mempunyai potensi untuk terjadinya
edema makula. Kadar ACE sekalipun tidak signifikan, namun mempunyai potensi
yang cukup untuk mempengaruhi kadar VEGF. MiRNA 126 tidak signifikan
mempengaruhi  kadar ACE (p= 0,087), tetapi cukup potensial untuk
mempengaruhi meningkatnya kadar ACE.

Polimorfisme sendiri tidak menunjukkan korelasi yang positif bermakna
dengan produknya. VEGF sebagai titik temu beberapa mekanisme mempunyai
korelasi positif dan berpotensi untuk terjadinya edema makula diabetik (p=0,082).

Sebagai kesimpulan peneliti an ini adalah potensi terjadinya edema
makula diabetik akan menjadi lebih besar jika mikroRNA 126 dan ACE
bergabung dengan VEGF dalam mekanisme pembentukan edema makula
diabetik.

Sebagai kesimpulan penelitian ini adalah miRNA 126 mempunyai
korelasi terkuat dalam proses pembentukan edema makula diabetik dengan
utamanya melalui jalur ACE dan potensi ini diperbesar pada kadar polimorfisme
genotype ACE yang rendah.

Selain fungsi pengaturan pada ekspresi gen dan polimorfisme, miRNA
dianggap sebagai target terapi potensial, serta penanda diagnostik untuk banyak
penyakit. Pemahaman tentang mekanisme patologis yang mendasari retinopati
diabetik masih belum lengkap dan investigasi tambahan diperlukan untuk
mengembangkan strategi terapi baru.
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SUMMARY

Diabetic retinopathy (DR) is one of the main causes of blindness in the
working age and elderly population. Diabetic macular edema (DME), an advanced
complication of DR, can affect up to 7% of people with diabetes mellitus.

The role of genetics as risk factors for Diabetic Retinopathy (DR) is
considered, related to several observations that found blood glucose levels,
dyslipidemia and blood pressure alone was apparently not enough to control the
development of DR.

Polymorphisms in genes that encode Angiotensin Converting Enzyme
(ACE) are very potential to change the sensitivity of Diabetes Melitus (DM) to the
occurrence of DR. The gene from Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
has also been extensively investigated for its potential association with the
occurrence of DR. MicroRNA (miRNA) plays an important role in the
pathological process of diabetic retinopathy, including the inflammatory response,
insulin signaling, and angiogenesis. Pathogenesis of DME includes cytotoxic and
vasogenic edema. In macular edema, fluid accumulation can occur in intracellular
or extracellular spaces. The main factors that influence macular edema are blood
retinal barrier (BRB) permeability, capillary hydrostatic pressure, tissue
hydrostatic pressure, tissue osmotic pressure and plasma osmotic pressure.

Optical Coherence Tomography (OCT) is widely used parameter
currently to measure the thickness of the retina from the internal limiting
membrane (ILM) to the retinal pigment epithelium (RPE) layer quantitatively.

The purpose of this study is to prove the role of ACE/VEGF gene
polymorphism and microRNA (miRNA) 126 and 146a as single or combination
factors in the occurrence of diabetic macular edema.

This type of research is an analytic observational study with case control
study design (human model). This unit sample is collected from peripheral blood
in patient with diabetic retinopathy. The independent variables of this study are
polymorphisms in the VEGF gene, polymorphisms in the ACE gene, ACE levels,
VEGF levels and miRNA, while the dependent variable of this study is the
condition of diabetic macular edema described quantitatively in central macular
thickness. Sample selection was carried out at the Internal Medicine and
Ophthalmology Outpatient Clinic Dr. Soetomo Hospital Surabaya, since the begin
of 2020. Blood sampling and analysis was carried out in the Clinical Pathology
Laboratory of Dr. Soetomo Hospital. Biomolecular and genetic analysis was
performed at the Institute of Tropical Disease (ITD) and Infection Diseases
Hospital (RSKI) Universitas Airlangga. The data collected in this study consisted
of quantitative data from the results of the histo-chemical immune examination,
Heidelberg Optical Coherence Tomography, ELISA Examination, RT-qPCR
Examination and DNA sequencing. The study protocol was approved by The
Ethics Commission of Health Research Dr. Soetomo Hospital Surabaya, with
Research Protocol Study Ethics Letter No. 1941 / KEPK / IV / 2020.

The number of samples collected was 108, consist of 55 patients of cases
group and 53 patients of control group, which in the follow-up examination had
decreased to 54 in cases group and 50 in control group.

The subjects was divided into case and control groups (CASTROL) Case
group waa subjects presenting macular edema and the control group was without
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macular edema. The mean results for retinal thickness precisely in the macula area
was obtained for the DME group of 453.13 um and for the non-DME group
242.17 um

The lower rate of polymorphism (ACE gene and VEGF gene) in the
cases group causes the alleged lack of polymorphism role in the occurrence of
DME and from the results of statistical tests, it turns out that only VEGF levels
are positively correlated significantly with macular edema.

Logistic Regression test results between ACE levels and VEGF levels
showed a potential correlation (p = 0.078). ACE levels were also influenced by
miRNA 126 although statistically less significant (p = 0.087).

From the results of statistical tests found a positive correlation between
miRNA 126 with macular edema, although statistical tests with VEGF levels
showed no significant correlation results. This shows the existence of other
mechanisms of miRNA in the process of macular edema outside the VEGF
pathway.

In relation to the mechanism of diabetic macular edema, VEGF levels (p
=0.082) and miRNA 126 (p = 0.069) have the potential for macular edema. Even
ACE levels are not significant, but have enough potential to affect VEGF levels.
MiRNA 126 did not significantly affect ACE levels (p = 0.087), but it was
potential enough to influence increasing ACE levels.

Polymorphism itself does not show a significant positive correlation with
the product. VEGF as a meeting point for several mechanisms has a positive
correlation and has the potential for diabetic macular edema (p = 0.082).

The conclusion of this study is that miRNA 126 has the strongest
correlation in the process of diabetic macular edema formation primarily through
the ACE pathway and this potential is magnified at low levels of ACE genotype
polymorphism.

In addition to the regulatory function in gene expression and
polymorphism, miRNA 1is considered a potential therapeutic target, as well as a
diagnostic marker for many diseases. An understanding of the pathological
mechanisms underlying diabetic retinopathy is still incomplete and additional
investigations are needed to develop new therapeutic strategies.
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ABSTRAK

Peran Micro-RNA (miRNA) 126 Dan 146a, Polimorfisme Gen Angiotensin
Converting Enzyme (ACE) Dan Polimorfisme Gen Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) Pada Terbentuknya Edema Makula Diabetik

Wimbo Sasono

Pendahuluan Untuk mempelajari hubungan antara edema makula diabetik
(DME) dan Angiotensin-Converting Enzyme (ACE), polimorfisme gen Vascular
Endothelial Growth Factor (VEGF) dan mikroRNA (miRNA) di rawat jalan
Rumah Sakit Dr. Soetomo Surabaya. Pengambilan sampel darah dan analisis
dilakukan di Laboratorium Patologi Klinik Rumah Sakit Dr. Soetomo. Analisis
biomolekuler dan evaluasi genetika dilakukan di Laboratorium ITD dan Rumah
Sakit Infeksi Khusus (RSKI) Universitas Airlangga.

Metode Jenis penelitian ini adalah penelitian observasional analitik dengan desain
studi kasus kontrol (model manusia). Cairan darah perifer diambil dengan metode
sampel total yang terdiri dari 108 pasien diabetes dan dengan kriteria inklusi, 54
dengan edema makula diabetik (DME) dan 50 tanpa pasien DME terlibat. Semua
pasien diperiksa dengan Optical Coherence Tomography (OCT), pemeriksaan
darah diabetes rutin (termasuk HbA1C), Polymerase chain reaction dan RT-
gPCR sequencing. Variabel independen dari penelitian ini adalah polimorfisme
pada gen VEGF, polimorfisme pada gen ACE, kadar ACE, kadar VEGF dan
miRNA, sedangkan variabel dependen dari penelitian ini adalah keadaan edema
makula diabetik yang dijelaskan secara kuantitatif dalam ketebalan makula
sentral.

Hasil Sehubungan dengan mekanisme edema makula, kadar VEGF (p = 0,082),
miRNA 126 (p = 0,069) memiliki korelasi potensial positif untuk mempengaruhi
terjadinya edema makula. Level ACE memiliki potensi yang cukup kuat untuk
mempengaruhi level VEGF walaupun uji statistiknya kurang signifikan. MiRNA
126 tidak secara signifikan mempengaruhi level ACE (p = 0,087), tetapi cukup
potensial untuk mempengaruhi peningkatan level ACE. Dari hasil uji statistik
dengan uji Regresi Logistik ditemukan bahwa ada korelasi potensial tidak
signifikan tetapi positif antara miRNA 126 dengan terjadinya edema makula
meskipun uji korelasi statistik dengan tingkat VEGF menunjukkan tidak ada hasil
korelasi yang signifikan. Uji statistik ini menunjukkan adanya mekanisme
miRNA 126 lainnya dalam proses edema makula di samping jalur VEGF. VEGF
memiliki korelasi potensial positif tetapi tidak ada korelasi yang signifikan
dengan terjadinya edema makula diabetik (p = 0,082).

Kesimpulan MikroRNA 126 dan ACE-VEGF secara kombinasi memiliki potensi
positif dalam mekanisme edema makula diabetik dan akan lebih besar dalam
kondisi yang kurang polimorfik.

Kata Kunci Edema Makula Diabetik, miRNA126, miRNA146a, Polimorfisme
ACE & Polimorfisme VEGF.
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ABSTRACT

The Role of Micro-RNA (miRNA) 126 And 146a, Polymorphism Of
Angiotensin Converting Enzyme (ACE), And Polymorphism of Vascular
Endothelial Growth Factor ( VEGF ) In Pathogenesis Of Diabetic Macular
Edema

Wimbo Sasono

Introduction To investigated the relationship between diabetic macular edema
(DME) and  angiotensin-converting enzyme (ACE) gene polymorphism,
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) gene polymorphism and microRNA
(miRNA) in outpatient of Dr Soetomo Hospital Surabaya. Blood sampling and
analysis were performed in the Clinical Pathology Laboratory of Dr. Soetomo
Hospital. Biomolecular analysis and genetics evaluation were carried out at the
ITD Laboratory and the Special Infection Hospital (RSKI) of Airlangga
University.

Methods This type of research is an analytic observational study with case
control study design (human model). Peripheral blood fluid was taken with total
sample method consist of 108 diabetes patien and after inclusion criteria, 54 with
diabetic macular edema (DME) and 50 with no DME patients were involved. All
of the patient was examined with optical Coherence Tomography (OCT), routine
diabetes parameter (include HbA1C), Polymerase chain reaction and RT-qPCR
sequencing. The independent variables of this study are polymorphisms in the
VEGF gene, polymorphisms in the ACE gene, ACE levels, VEGF levels and
miRNA, while the dependent variable of this study is diabetic macular edema
which described quantitatively in central macular thickness.

Result In relation to the mechanism of macular edema, VEGF levels (p=0,082),
miRNA 126 (p=0.069) have a positive potential correlation to influence the
occurrence of macular edema. ACE levels have a strong enough potential to affect
VEGTF levels even though the statistical tests are less significant. MiRNA 126 did
not significantly affect ACE levels (p=0.087), but it was potential enough to
influence the increase in ACE levels. From the results of the statistical test with
the Regression Logistic test it was found that there was a no-significant but
positive potential correlation between the miRNA 126 with the occurrence of
macular edema even though the statistical correlation test with VEGF levels
showed no significant correlation results. This statistical test indicated the
existence of other mechanisms of miRNA 126 in the process of macular edema
beside the VEGF pathway. VEGF has a positive potential correlation but no
significant correlation with the occurrence of diabetic macular edema (p=0.082).
Conclusion The microRNA 126 and ACE-VEGF in combination have a positive
potential for diabetic macular edema mechanism and will be greater in a less
polymorphic condition.

Keywords Diabetic Macular Edema, miRNA126, miRNA146a, Polymorphism of
ACE & Polymorphism of VEGF.
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