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ABSTRACT

Glucocorticoid receptors (GR) have an important role in the resistance of steroid therapy. Previous studies
showed significant difference activation and expression of GR between Steroid Resistant Nephrotic
Syndrome (SRNS) and Steroid Sensitive Nephrotic Syndrome (SSNS), however the other studies showed
contrastive result. Previous studies also revealed Hsp-90 had an important role in GR activation. The aim of
this study was to determine the differences expression and activation of GR and also Hsp-90 expression in
lymphocytes cytoplasm and nucleus between SRNS and SSNS patients. A Cross-sectional study was
conducted to 40 children (20 SRNS and 20 SSNS patients). Double stainning immunocytochemistry of
lymphocytes was performed. The GR expression and activation were determined by counting amount of
lymphocytes that express GR and Hsp-90 among 200 under light microscope with 1000x magnification. The
differences of activation and activation of GR and Hsp-90 in cytoplasm and nucleus were analyzed with
independent t-test and the correlation was analyzed with Pearson correlation. The study results showed the
GR expression and also the Hsp-90 in cytoplasm and nucleus in SRNS was lower than SSNS group (p<0.05).
There was no significant difference of GR activation (p=0.347) and no correlation between GR and Hsp-90 in
cytoplasm (r=0.124).
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PENDAHULUAN penelitian Tago (2004) dan Quyang (2006), yang
menyatakan bahwa HSP-90 dapat menghambat

Respon terhadap terapi glukokortikoid adalah suatu kerja GR di nukleus bila terjadi over expressi(12,13).

indikator yang penting untuk perjalanan penyakit
sindrom nefrotik (1). Penderita SNRS mempunyai Berdasarkan hal tersebut di atas pada penelitian ini
prognosis yang lebih buruk dibandingkan dengan akan diteliti peranan ekspresi dan aktivasi GR serta
penderita sindrom nefrotik yang sensitif dengan ekspresi HSP-90 terhadap respon pengobatan
terapi steroid (2-5). Pada penelitian jangka panjang glukokortikoid pada terapi sindrom nefrotik idiopatik.
selama 10 tahun didapatkan sekitar 50% pasien Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui
dengan SNRS berakhir dengan gagal ginjal terminal. adanya peranan reseptor glukokortikoid dan Hsp-90
Pada pengamatan terhadap pasien sensitif steroid pada respon terapi sindrom nefrotik dengan melihat
didapatkan 73% pasien tanpa gangguan ginjal perbedaan ekspresi dan aktivasi GR pada SNRS dan
selama 5 tahun, 58% bertahan selama 10 tahun dan SNSS serta ekspresi Hsp-90 pada sitoplasma dan
51% selama 15 tahun (6). nukleus limfosit penderita sindrom nefrotik.

Beberapa penelitian menunjukan reseptor
glukokortikoid berperan terhadap resistensi terapi METODE

steroid (7-9). Hasil penelitian menunjukan jumlah  pgngiitian ini mengkaiji ekspresi dan aktifasi GR, serta
atau densitas dari reseptor glukokortikoid (GR)  ekspresiHsp-90 pada sitoplasma dan nukleus limfosit
menentukan respon terhadap terapi kortikosteroid,  penderita SNRS. Penelitian ini akan diselesaikan
dimana ekspresi GR yang lebih rendah didapatkan  gajam waktu 1 tahun. Penelitian dilakukan di
pada Sindrom Nefrotik Resisten Steroid (SNRS) | aporatorium / SMF limu Kesehatan Anak RSU Dr.
(2,10,11). Hasil penelitian lain menunjukan bahwa  ggify| Anwar Malang dan di Laboratorium Biomedik
tidak ada perbedaan yang bermakna pada ekspresi  Fakultas Kedokteran Universitas Brawijaya Malang,
GR (12,13). Heat Shock Protein-90 (Hsp-90) adalah  my|aj bulan Januari 2009 sampai dengan Desember
chaperon yang mempertahankan bentuk molekul 2009 dan sudah mendapat persetujuan Panitia Etik
GR. HSP-90 berperan penting pada proses  penelitian Kedokteran Fakultas Kedokteran
transportasi GR dari sitoplasma ke nukleus atau  ynjyersitas Brawijaya RSU Dr. Saiful Anwar Malang.
proses aktivasi, sebagai pembuka sinyal trasportasi  semua penderita sindrom nefrotik idiopatik dijelaskan
ke nukleus (14). Hasil yang berbeda didapatkanpada  mengenai penelitian dan diminta menandatangani
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di Laboratorium/SMF limu Kesehatan Anak RSU Dr.
Saiful Anwar Malang. Kriteria diagnosis sindrom
nefrotik sesuai dengan Unit Kerja Koordinasi
Nefrologi Ikatan Dokter Anak Indonesia yaitu edema,
proteinuria massif (2+ atau pemeriksaan kuantitatif
40 mg/m’LPB/jam atau 1g/L dalam 24 jam/ Esbach),
hipoalbuminemia 2,5 g/dL, hiperkolesterolemia (>250
mg/dL).

Pasien penelitian dibagi menjadi 2 kelompok, dengan
kriteria inklusi yaitu tergolong sindrom nefrotik
idiopatik; penderita SNSS; dan SNRS; usia antara 1
sampal 14 tahun. Kriteria ekslusi adalah penderita
sindrom nefrotik sekunder, yaitu sindrom nefrotik
yang penyebabnya berasal dari luar ginjal seperti
terpapar oleh zat kimia/obat-obatan, berasal dari
penyakit sistemik seperti, lupus entematous, purpura
Henoch Schonlein, penyakit infeksi seperti malaria,
hepatitis; penderita sindrom nefrotik
kongenital/sindrom nefrotik infantile yaitu sindrom
nefrotik yang mulai menunjukkan gejala dalam tahun
pertama kehidupan.

Kelompok | adalah penderita sindrom nefrotik
idiopatik resisten steroid. Kriteria sindrom nefrotik
resisten steroid adalah tidak terjadi remisi pada
pengobatan prednison dosis penuh (full dose) 2
mg/kgBB/hari selama 4 minggu. Kelompok Il adalah
penderita sindrom nefrotik sensitif steroid. Kriteria
sindrom nefrotik sensitif steroid adalah terjadi remisi
pada pengobatan prednisone dosis penuh (full dose)
2 mg/kgBB/hari selama 4 minggu. Adapun remisi
adalah proteinuria negatif atau trace (proteinuria < 4
mg/m?LPB/jam) 3 hari berturut-turut dalam 1 minggu.

Sampel diambil berdasarkan consecutive sampling,
yaitu berdasarkan jumlah pasien yang ada selama
waktu penelitian (Januari 2009 sampai dengan
Desember 2009) dengan total sampel pasien SNRS
20 orang dan pasien SNSS 20 orang. Total sampel
yang digunakan sebanyak 40 orang (Gambar 1).

Sindrom Nefrotik Idiopatik
(n=40)

Terapi Kortikosteroid
2 mg/kgBB/hari
4 minggu

SNRS SNSS
(N=20) (N=20)

Pengamatan ekspresi dan Aktivasi
GR
Pengamatan ekspresi Hsp-90

Gambar 1. Alur Penelitian.

Sampel penelitian berupa darah vena pasien SNRS
(kelompok 1) dan SNSS. Sampel darah tersebut
dilakukan prosedur isolasi sel limfosit dan dibuat
hapusan darahnya. Dilakukan pengecatan dengan
menggunakan metode double staining
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imunositokima.

Hasil pengecatan dibaca dibawah mikroskop cahaya
dengan pembesaran 1000x. Jumlah GR dinyatakan
dengan penghitungan jumlah sel limfosit yang tercat
coklat pada sitoplasma dan inti per 200 sel limfosit.
Jumlah ekspresi Hsp-90 dinyatakan dengan
penghitungan jumlah sel limfosit yang tercat merah
muda pada sitoplasma dan inti per 200 sel limfosit
(lihat gambar 2). Hasil penghitungan tersebut
dijadikan variabel numerik digunakan dalam bentuk
mean/rerata (SD). Komparatif mean diantara 2
kelompok digunakan statistika non parametrik uji t-
test dan uji korelasi Pearson dengan nilai interval
kepercayaan 95%. Semua data dianalisa
menggunakan Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS 15) for Windows. Signifikan/
bermakna bila menghasilkan nilal p<0,05.

HASIL

Karakteristik sampel penderita yang pada penelitian
ini dapatterlihat pada tabel 1.

Tabel 1. Karakteristik Penderita SNSS dan SNRS

snRs SIS
(n=20) 20)

Jenis kelamin 0,513
Laki-laki 12 14
Perempuan 8 6

Rata-rata umur ;g4 594h 0127

pasien (tahun)

Rata-rata Berat 23.86 18,88 0,223

badan (kg)

Keterangan : dikatakan ada perbedaan bermakna jika nilai P <
0,05

Tabel 1 menggambarkan karakteristik penderita
sindrom nefrotik idiopatik yang menjadi sampel pada
penelitian ini. Karakteristik penderita yang menjadi
sampel penelitian ini untuk jenis kelamin, umur dan
berat badan tidak ada perbedaan yang bermakna.
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Gambar 2. Hasil pengecatan double staining
imunositokimia GR dan Hsp-90 pada hapusan
darah penderita.

Keterangan : (1) Hasil pengecatan double staining
imunositokimia GR dan hsp-90 pada penderita SNSS ; (2) Hasil
pengecatan double staining imunositokimia GR dan hsp-90
pada penderita SNRS ;(A) GR sitoplasma yang terlihat sebagai
warna coklat pada sitoplasma ; (B) GR inti yang terlihat sebagai
warna coklat pada inti ; (C) hsp-90 yang terlihat sebagai warna

merah pada inti (D) hsp-90 pada sitoplasma yang tercat dengan
warna merah.

d 4

Hasil double staining immunositokimia reseptor
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Hasil penghitungan statistik dengan menggunakan
uji beda independent t-test untuk ekspresi GR pada
penderita SNSS dan SNRS disajikan pada Tabel 2.

Tabel 2. Hasil Penghitungan Independent Sample

t-test
Independent
Kelompok Nilai Stlg;e?;
Sampel rata-rata tailed)
P

Expresi SNSS 37,0000 0,000
GR SNRS 26,2000 0.000
Aktivasi SNSS 33.2500 0.347
GR SNRS 31.7500 0.347
Hsp-90 SNSS 31.0000 0.000
sitoplasma SNRS 14.7500 0.000
Hsp-90 inti SNSS 5.8500 0.000
SNRS 15.1000 0,000

Hasil uji beda menunjukkan perbedaan bermakna
ekspresi GR, Hsp-90 sitoplasma ,dan Hsp-90 inti
antara kelompok SNSS dan SNRS. Ekspresi GR dan
Hsp-90 sitoplasma pada SNRS lebih rendah
dibandingkan dengan pada SNRS.

DISKUSI

Sindrom nefrotik idiopatik merupakan suatu penyakit
yang dipengaruhi sistem imun. Sampai saat ini
kortikosteroid masih menjadi pilihan terapi lini
pertama (15,16). Glukokortikoid mempunyai efek
sebagai anti inflamasi yang kuat yang mekanisme
kerja glukokortikoid terutama melalui efek genomik
yang dimediasioleh GR (12,13,17).

Hasil penelitian ini menunjukan ada pebedaan yang
bermakna pada ekspresi GR antara SNRS dan
SNSS. Pada SNRS didapatkan ekspresi GR lebih
rendah dibandingkan dengan SNSS. Hasil penelitian
ini sesuai dengan penelitian Bagasarova (1991)
yang menunjukan bahwa pada penderita
glomerulonefritis yang resisten steroid memiliki GR
yang lebih rendah dibandingkan dengan penderita
yang sensitif dengan steroid (2). Burnstein &
Cidlowski (1992), menyatakan, penurunan densitas
GR berhubungan dengan resistensi steroid (18).
Penelitian Han, et al. (2008) yang meneliti ekspresi
GR pada glomerulus penderita sindrom nefrotik
menunjukan hasil pada penderita sindrom nefrotik
kelainan minimal dengan respon lambat terhadap
steroid didapatkan ekspresi GR yang lebih rendah
(19). Hal ini menunjukan semakin sensitif penderita
terhadap steroid semakin tinggi ekspresi GR
demikian pula sebaliknya.

Hal yang bertentangan dengan hasil penelitian diatas
didapatkan pada penelitian Haack (1999), Tago
(2004) dan Quyang (2006) yang menyatakan bahwa
pada kelompok penderita SNRS didapatkan ekspresi
GR yang lebih rendah tapi yang secara statistik tidak
didapatkan perbedaan yang bermakna dengan
kelompok SNSS(12, 13, 20).

Menurut Wasilewska et. al.,, (2003) yang meneliti
pada penderita sindrom nefrotik dan Berki (2002)
yang meneliti pada penderita rheumatoid arthritis,

mengemukakan bahwa hal yang mempengaruhi
ekspresi GR sampai sekarang masih belum
diketahui, tetapi kemungkinan kadar kortisol
berperan terhadap downregulation GR. Pada
penelitian mereka didapatkan ada hubungan antara
kadar kortisol dengan penurunan sementara ekspresi
GR pada penderita resisten steroid (2,11,12). Kadar
kortisol didapatkan menurun setelah pemberian
terapi full dose steroid, dan meningkat mendekati
kadar kortisol sebelum terapi steroid setelah 2
minggu pengobatan steroid dihentikan (11).

Hasil yang berbeda di dapatkan pada penelitian
Haack (1999), Tago (2004) dan Quyang (2006)
menunjukan tidak ada perbedaan kadar kortisol
antara kelompok SNRS dan SNSS (13,14).
Perbedaan hasil penelitian untuk ekspresi GR
kemungkin disebabkan oleh perbedaan metode
analisis ekspresi GR dan bahan/sampel yang
diperiksa. Pada penelitian Bagasarova (1991)
sampel yang diperiksa dengan metode flowcytometri,
sedang pada penelitian Haack (1999) dan Tago
(2004) menggunakan pengecatan immunoflourecent
dengan pembacaan dengan mikroskop flourecent
dan Quyang (2006) selain menggunakan pengecatan
immunoflourecent, penelitiannya juga menggunakan
PCR (polimerase chain reaction) (2,12,14,21).

Reseptor glukokortikoid adalah anggota superfamily
reseptor inti dari faktor transkripsi protein. Pada
keadaaan hormon steroid tidak ada di dalam sel, GR
berada di sitoplasma dan terutama berikatan dengan
Hsp-90 sebagai chaperon pada terminal karboksil.
Selain dengan Hsp-90 GR juga berikatan dengan
Hsp-70, imunophilin p59 dan phosphoprotein p23
membentuk suatu kompleks multiprotein yang lazim
disebut GR-Hsp-90 kompleks. Lipatan kompleks
molekul GR ini dijaga oleh 2 buah Hsp-90 dalam
keadaan 'conformational state', sehingga tetap siap
berikatan dengan ikatan high affinity dengan hormon
gukokortikoid saat hormon tersebut masuk ke dalam
sitoplasma (18,22,23).

Heat shock protein-90 berperan penting dalam
aktivasi GR. Pada keadaan 'conformational state',
GR masih dalam keadaan tidak aktif dan berada di
sitoplasma. Hormon glukokortikoid yang masuk ke
sitoplasma dan akan berikatan dengan kompleks
GR-hsp90 kompleks. Bersamaan terjadinya ikatan
dengan glukokortikoid, terjadi fosforilasi kompleks
GR - Hsp-90 dan Hsp-90 kemudian lepas. Pelepasan
Hsp-90 ini menghasilkan perubahan conformational
yaitu terbukanya nuclear location signal (NLS). Hal ini
menyebabkan GR menjadi aktif dan kemudian
bertranslokasi ke nukleus, atau disebut juga aktivasi
GR. Reseptor glukokortikoid di dalam nukleus
kemudian merepresi gen-gen proinflamasi melalui
beberapa mekanisme dasar : (i) berikatan dengan
NnGRE untuk menghambat transkripsi gen
proinflamasi; (ii) secara fisik berinteraksi dengan p65
dari NF-kB; (iii) secara fisik berinteraksi dengan sub-
unit AP-1 untuk menghambat AP-1 mediated gen
expression (18, 23, 24, 25).

Pada penelitian ini, ditunjukan bahwa aktivasi GR
tidak berbeda secara bermakna pada kelompok
SNRS dan SNSS. Hal ini sesuai dengan penelitian
Haack (1999), Tago (2004) dan Quyang (2006).



Temuan ini menunjukan ada faktor lain selain ekpresi
GR yang berperan terhadap resistensi steroid
(13,14,21).

Heat shock protein-90 seperti yang telah dijelaskan
diatas merupakan suatu chaperon yang penting
untuk aktivasi GR, untuk itu penelitian ini juga ingin
melihat peran Hsp-90 pada resistensi steroid. Hasil
penelitian ini menunjukan ekspresi Hsp-90 di nukleus
dan sitoplasma berbeda bermakna, dimana pada
SNRS Hsp90 di nukleus lebih tinggi dibanding
dengan SNSS, dan ekspresi Hsp-90 di sitoplasma
SNRS lebih rendah dibandingkan SNSS.

Hasil penelitian juga menunjukan pada SNRS,
ekspresi Hsp-90 di nukleus lebih tinggi dibanding
SNSS, hal ini sesuai dengan penelitian Tago (2004)
dan Quyang (2006). Menurut mereka ekspresi Hsp-
90 di nukleus yang tinggi dapat mengganggu
perpindahan GR dari nukleus ke dalam sitoplasma
sehinga GR tertahan di nukleus. Hal ini akan
menyebabkan GR akan berikatan kembali dengan
Hsp-90, sehingga GR tidak dapat bekerja untuk
menghambat pembentukan gen-gen proinflamasi
(13,14).

Mekanisme untuk terjadinya Hsp-90 dapat masuk
dan tertahan di nukleus belum jelas. Beberapa
penelitian menunjukan bahwa pemberian
Geldanamycin dapat menghambat fungsi Hsp90
sebagai chaperon dan menyebabkan retensi Hsp-90
dinukleus (7,26,27).

Penelitian Zhang (2006), yang meneliti resistensi
steroid pada sel glaucomatous trabecular meshwork
menyatakan dalam keadaan normal Hsp-90 tidak
dapat bertranslokasi ke nukleus. Over expression
GRB dapat menyebabkan kompleks Hsp-90 dan
GRB dapat bertranslokasi ke nuklues seluruhnya.
Kompleks Hsp90-GRp yang berada dalam nukleus
dapat menyebabkan Hsp-90 tertahan di nukleus dan
menyebabkan kerja GR menjadi terhambat (15).

Pada penelitian ini didapatkan pada kelompok SNRS,
ekspresi Hsp90 pada sitoplasma lebih rendah
dibandingkan pada kelompok SNSS. Hal ini berbeda
dengan penelitian Tago (2004) dan Quyang (2006),
dimana pada penelitian tersebut didapatkan hasil
yang tidak berbeda bermakna untuk ekspresi Hsp90
di sitoplasma antara kelompok SNRS dan SNSS.
Menurut mereka, over expression hsp90 di
sitoplasma dapat menyebabkan GC-GR tidak
bertranslokasi ke nukleus sehingga aktivitas GR
untuk menghambat gen-gen proinflamasi menjadi
terhambat. Over expressi Hsp-90 juga menyebabkan
Hsp-90 dapat berpindah ke nukleus, yang
selanjutnya di dalam nukleus Hsp-90 menghambat
kerja GR dengan mengganggu ikatan GR dengan
DNArespon elemen (13,14).

Pada analisis hubungan antara aktivasi GR dengan
ekspresi Hsp-90 sitoplasma dengan menggunakan
analisis korelasi Pearson, didapatkan hubungan tidak
bermakna diantara kedua variable tersebut. Hal ini
menunjukan kemungkinan tidak hanya faktor Hsp-90
yang mempengaruhi aktivasi GR. Menurut Young
(2001), cochaperon p23 dan Hsp-70 dapat
mempengaruhi proses ikatan Hsp-90 pada gugus
karboksil LBD (Ligan Binding Domain) (26).
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Perbedaan hasil ekspresi Hsp-90 pada penelitian ini
dengan penelitian terdahulu kemungkinan
disebabkan oleh reaksi inflamasi yang sudah
menurun karena pemberian terapi steroid jangka
lama.

Menurut Nollen dan Morimoto (2002), sintesis Hsp-
90 di dalam sel meningkat sesuai dengan tingkat
kondisi stress atau reaksi inflamasi yang terjadi pada
sel (28). Pada penelitian ini sampel darah yang
diambil adalah pada saat sesudah ditegakan
diagnosis SNRS dan SNSS dan tidak melihat lama
pengobatan serta jenis obat yang telah digunakan
oleh penderita.

Pada Bagian lImu Kesehatan Anak Rumah Sakit
Saiful Anwar, terapi siklofosfamid digunakan untuk
sindrom nefrotik relaps sering dan resisten steroid.
Penelitian Gulati, et al. (2001) menunjukan
siklofosfamid lebih efektif dan aman untuk sindrom
nefrotik idiopatik dengan relaps sering (29). Jha, et al.
(2007) menunjukan terapi siklofosfamid lebih efektif
dibandingkan steroid pada penderita sindrom nefrotik
(30).

Pengambilan sampel dengan metode cross sectional
pada peneltian ini dapat mempengaruhi hasil
penelitian. Hal ini sangat berpengaruh terutama pada
kelompok SNRS yang telah mendapat terapi
glukortikoid jangka panjang dan atau siklofosfamid
yang pada keadaan demikian mungkin saja saat
diambil sampel darah reaksi inflamasi yang terjadi
sudah tidak seberat sebelumnya, selain itu
pemakaian steroid jangka panjang kemungkinan
dapat mempengaruhi kadar kortisol pada darah
penderita.

Penelitian ini memiliki keterbatasan pada teknik
analisis yang menggunakan metode double staining
imunositokimia dan pengamatan yang menggunakan
mikroskop cahaya yang sensitifitasnya lebih rendah
dibandingkan dengan pengecatan fluorescent
dengan pengamatan dengan mikroskop flourecent
atau dengan menggunakan pemeriksaan PCR.
Keterbatasan lain dari penelitian ini adalah tidak
diukurnya kadar kortisol penderita yang menjadi
sampel penelitian pada awal diagnosis sindrom
nefrotik idiopatik dan setelah ditegakan diagnosis
SNRS dan SNSS.

KESIMPULAN

Dari penelitian didapatkan perbedaan yang
bermakna ekspresi GR antara kelompok SNRS dan
SNSS, dimana ekspresi GR pada kelompok SNRS
lebih rendah ; tidak didapatkan perbedaan yang
bermakna pada aktivasi GR antara kelompok SNRS
dan SNSS ; didapatkan perbedaan yang bermakna
ekspresi Hsp-90 di sitoplasma antara kelompok
SNRS dan SNSS, dimana ekspresi yang lebih rendah
didapatkan pada kelompok SNRS ; didapatkan
perbedaan yang bermakna ekspresi Hsp-90
dinukleus antara kelompok SNRS dan SNSS, dimana
ekspresi Hsp-90 yang lebih rendah didapatkan pada
kelompok SNRS ;tidak didapatkan hubungan antara
aktivasi GR dengan ekpresi Hsp-90. Ekspresi GR
terbukti berperan dalam terjadinya resistensi steroid
pada Sindroma Nefrotik. Rendahnya ekspresi GR
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Hsp-90 sitoplasma yang berfungsi sebagai chaperon
yang berfungsi mempertahankan bentuk molekul
GR.
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