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Abstrak. Glutation merupakan antioksidan yang berperan dalam fungsi imun,
dan diekspresikan secara genetik oleh urutan gen yang membentuk protein enzim
Glutation Peroxidase (GPx1). Bila ekspresi gen berubah maka terjadi perubahan
fungsi glutation dan kerentanan terhadap stress oksidatif. Metode yang digunakan
adalah Kasus-kontrol. Sampel yang digunakan adalah sampel darah. Kelompok
kasus adalah sampel darah pasien tuberkulosis paru sedangkan kelompok kontrol
adalah sampel darah orang sehat. Pemeriksaan gen Glutation peroxidase (GPx1)
menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk melihat pita
DNA pada pasien tuberkulosis par serta elektroforesis produk PCR-RFLP gen
GPx1 kelompok sampel tuberkulosis. Hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak
terdapat hubungan yang bermakna antara polimorfisme gen GPx1 (p=0,365)
pasein tuberkulois dengan individu sehat, sehingga tidak dapat digunakan sebagai
alat deteksi kerentanan terhadap stress oksidatif pada pasien tuberkulosis. Perlu
penelitian lanjutan yang menggunakan sampel lebih besar dan populasi etnik
yang berbeda.

Kata kunci : tuberkulosis paru, gen GPx1, sekuen gen

PENDAHULUAN

Sejak Penyakit tuberkulosis paru (TB) merupakan penyakit infeksi menular yang
menyebabkan kematian terbesar di dunia dan masih menjadi masalah kesehatan masyarakat
yang serius di negara berkembang termasuk Indonesia. World Health Organization (WHO)
menyatakan bahwa penyakit tuberkulosis saat ini telah menjadi ancaman global, diperkirakan
terdapat 8 juta kasus baru dan 3 juta kematian karena penyakit TB setiap tahunnya. Setiap detik
ada satu orang yang terinfeksi bakteri tuberkulosis di dunia dan dalam dekade mendatang tidak
kurang dari 300 juta orang akan terinfeksi oleh tuberkulosis (Priantini, 2003). Prevalensi TB di
Indonesia pada tahun 2007 terdapat sekitar 9,3 juta kasus TB dan pada rahun 2010 meningkat
menjadi 11 juta kasus TB (WHO, 2010). Diperkirakan tahun 2020 TB menyerang 1 miliar
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populasi dengan 70 juta kematian, kalau tidak dilakukan pengendalian (Soemantri et al., 2007).

Penyakit ini disebabkan oleh Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Selama ini para ahli
menduga terdapat gangguan sistem imun pada penderita TB (Widjaya et al., 2010 dan Maderuelo
et al., 2003). Akibat klinis infeksi M. tuberculosis (Mtb) lebih dipengaruhi oleh sistem imunitas
seluler daripada imunitas humoral. Pertahanan tubuh terhadap infeksi M#b menyebabkan
ketidakseimbangan reduksi-oksidasi (redoks), dikenal sebagai stres oksidatif. Stres Oksidatif pada
TB paru terjadi karena produksi ROS oleh sistem imun tubuh untuk melisiskan Mtb mengalami
peningkatan (Jack et al, 2004). Peningkatan ROS, menyebabkan peningkatan penggunaan
antioksidan endogen (superoksid dismutase, katalase dan glutation) untuk menetralisir ROS.
Sedangkan antioksidan eksogen (vitamin C dan E) yang berasal dari asupan makanan jumlahnya
rendah, sehingga pada pasien TB paru konsentrasi antioksidan mengalami penurunan (Akiibinu
et al., 2011; Suresh et al., 2010; Taha and Imdad, 2010; Akiibinu et al., 2008; Akiibinu et al.,
2007; Kaur et al., 2005; Reddy et al., 2004; Almiral et al., 2004; Wiid et al., 2004; Madebo
et al., 2003). Antioksidan adalah sistem perlindungan yang kompleks dan komprehensif yang
dimiliki tubuh untuk mengatasi stres oksidatif. Stres oksidatif menyebabkan kerusakan berbagai
komponen sel seperti DNA, protein, karbohidrat, lemak dan makromolekul lainnya (Pauwels, et
al., 2007), fragmentasi protein dan lipid peroksidasi, disfungsi membran sel dan enzim, gangguan
fungsi membran sel, penurunan fluiditas, inaktivasi ikatan antara reseptor dengan membran dan
peningkatan permeabilitas ion (Singh et al., 2008). Kerusakan molekul tersebut, selanjutnya
berdampak pada kematian sel, inaktivasi enzim, mutasi juga dapat menyebabkan terjadinya
kerusakan fungsi imun, penuaan dan dapat memicu terjadinya penyakit-penyakit seperti kanker,
jantung koroner, arthritis, alzheimer’s, parkinson dan lainnya (Yunanto et a/, 2009). Peningkatan
ROS pada pasien TB paru merupakan proses yang berhubungan dengan tingkat keparahan
penyakit (Mohod et al., 2011).

Glutation (GSH) adalah salah satu antioksidan yang berperan penting dalam pemeliharaan
kelangsungan hidup sel, replikasi DNA, sintesis protein, katalisis enzim, transpor transduksi
membran, aksi reseptor, metabolisem antara dan maturasi sel serta regulasi fungsi sel imun (De
Rose, 2000, Zhang et al, 2005; Heisterkamp et al, 2008). Bila kadar glutation dalam serum
rendah menyebabkan penurunan mobilisasi Ca?* dan kegagalan fosforilasi tirosin pada beberapa
protein, termasuk pembentukan reseptor sel imun seperti CD3 (Chew dan Park, 2004), sehingga
regulasi fungis sel imun tubuh terganggu. Glutation disintesis oleh rangkaian gen yang menjadi
glutation (gen GCS). Sintesis GSH diekspresikan secara genetik oleh urutan gen yang membentuk
protein enzim. Bila ekspresi gen berubah maka sintesis GSH tersebut terganggu, sehingga tidak
terbentuk GSH baru. Akibat rendahnya GSH maka terjadi keparahan penyakit tuberkulosis paru.

Pemberian obat anti tuberkulosis (OAT) pada pasein TB paru diduga menghasilkan berbagai

senyawa oksigen reaktif/radikal bebas yang dapat menimbulkan terjadinya cekaman oksidatif.
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Sedangkan peningkatan radikal bebas pada pasien TB paru merupakan proses yang berhubungan
dengan tingkat keparahan penyakit (Mohod et al., 2011). Akibat radikal bebas yang berlebihan
sedangkan kapasitas detoksifikasi antioksidan endogen tetap atau bahkan berkurang, maka
terjadilah cekaman oksidatif (Akiibinu et al., 2011). Cekaman oksidatif berpotensi menyebabkan
kerusakan berbagai komponen sel seperti DNA, protein, karbohidrat, lemak dan makromolekul
lainnya, selanjutnya berdampak pada kematian sel, inaktivasi enzim, mutasi dan kerusakan
fungsi imun. Biomarker untuk deteksi dini adanya cekaman oksidatif pada pasien TB paru yang
mendapat terapi OAT belum pernah dilaporkan di Indonesia, maka perlu dikembangkan suatu
biomarker yang merupakan respon dini tingkat molekuler, reaksi awal sebelum terjadi keparahan
penyakit.

Berdasarkan latar belakang masalah maka rumusan masalah penelitian ini adalah sebagai
berikut: Apakah sekuen gen Glutation peroksidase (GPx1) dapat digunakan sebagai alat
deteksi adanya kerentanan terhadap stress oksidatif pada pasien tuberkulosis paru akibat infeksi

Mycobacterium tuberculosis?

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian observasional analitik dengan desain kasus kelola (case-
control). Kelompok kasus adalah kelompok penderita TB berdasarkan BTA positif. Sedangkan
kelompok kontrol adalah kelompok individu sehat. Populasi dan sampel pada penelitian ini
adalah semua penderita TB paru yang datang berobat ke Balai Kesehatan Paru Masyarakat
(BKPM) dan Puskesmas jejaring di kota Semarang yang memenuhi criteria inklusi dan
eksklusi. Jumlah sampel sebanyak 25 pasien TB BTA (+) dan 25 orang sehat. Sampel diperoleh
berdasarkan urutan kedatangan pasien berobat ke BKPM atau Puskesmas jejaring selama
periode penelitian (consecutive sampling from admission). Kriteria inklusi yaitu tuberkulosis
paru 1-BTA dahak positif, pria atau wanita usia 15-55 tahun, bersedia menjadi responden sampai
penelitian selesai, mendapat obat antituberkulosis dalam program DOTS. Kriteria ekslusi yaitu
: diabetes Mellitus, gagal ginjal akut atau gagal ginjal kronis, gagal jantung/aritmia kordis,
penyakit hati kronis/akut, tumor paru atau keganasan lain, penyakit degeneratif, menghentikan
terapi, penyakit saluran cerna, hamil atau laktasi, dan kontrasepsi hormonal, HIV/AIDS. Alat dan
bahan penelitian meliputi mortal, tabung eppendorf 1,5 ml, mikropipet (Gilson, France), spuit
5Sml, tabung vacutainer, yellow tip, blue tip, white tip, freezer, mikrosentrifuge (Microfuge-E,
Beckman, UK), mikrosentrifuge suhu 4°C (Tomy MX-200 Refrigerated microcentrifuge,
Jepang), magnetik stirer, rotary shaker (RIKO RS-12-TE), vortex (Vortec-2 Genie, Pro-natura,
Nacs-J, Jepang), pH mater (TOA model HSM 10 A), aspirator (Cleanc Bench, Hitachi, Jepang),
Weterbath 55°C (Aquabath, Lab-line), Waterbath 37°C (Refrigerated bath RB-%A, Techne),
Spektrofotometer (DU 650 spectrophometer, Beckman, UK), PCR, Primer gen GPx1 Forward
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(5’-TCGTCCCAAGTCTCACAGTC-3’), Revers : (5’-CGCCCTCCCCGCTGCTCCTC-3’),
enzim restriksi Apal, fenol, kloroform, etanol, buffer digestion, lysisi buffer, Agarose 1% (Difco),
Loading dye (Sigma), DNA ladder (Amersham), TAE, ethidium bromide (Sigma)Penelitian
dilakukan bulan Mei 2013 — September 2013 dengan pengambilan sampel darah pasien TB paru
di BKPM dan Puskesmas jejaring (Puskesmas Tlogosari kulon, Puskesmas Tlogosari Wetan,
Puskesmas Gunungpati, Puskesmas Kagok, dan Puskesmas Bandarharjo). Ekstraksi genom
DNA, amplifikasi DNA gen GPx1 dengan metode PCR dilakukan di laboratorium Biologi
molekuler jurusan Biologi, FMIPA Universitas Negeri Semarang dan laboratorium biologi
molekuler (NECHRI) Rumah Sakit Pendidikan Fakultas Kedokteran Universitas Hasanudin

Makassar.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Penelitian ini berlangsung dari bulan Mei 2013 sampai dengan September 2013 di Balai
Kesehatan Paru Masyarakat (BKPM) kota Semarang, Puskesmas jejaring di kota Semarang,
laboratorium biologi molekuler, Biologi Fakultas Matematika dan Ilmu Pengetahuan Alam
Universitas Negeri Semarang dan laboratorium biologi molekuler (NECHRI) Rumah Sakit
Pendidikan Fakultas Kedokteran Universitas Hasanudin Makassar. Selama periode waktu
tersebut diperoleh 30 orang sampel pasien tuberkulosis paru BTA (+) yang memenuhi kriteria
inklusi dan eksklusi serta bersedia mengikuti penelitian. Selanjutnya sebanyak 5 orang dropout
karena menderita penyakit yang lain, sehingga sampel kasus sisa sebanyak 25 orang. Sedangkan
kontrol sebanyak 25 sampel dari darah sukarelawan yang donor ke Palang Merah Indonesia
(PMI).

Penelitian ini menunjukkan subyek perempuan 12 orang (50%) sedibanding dengan subyek
laki-laki 12 orang (50%) dengan rentang usia subyek penelitian 15 sampai 60 tahun. Rentang
usia kelompok kasus antara 15-60 tahun dengan rerata 59,16 tahun (+ 11,62), sementara rentang
usia kelompok kontrol antara 22-60 tahun dengan rerata 50,76 (+ 14,56).

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui kontribusi sekuen gen antioksidan glutation
peroxidase (GPx1) sebagai penanda biologi untuk deteksi adanya kerentanan terhadap stress
oksidatif pada pasien TB paru akibat infeksi Mycobacterium tuberkulosis melalui serangkaian
kegiatan yang dilakukan untuk mengetahui gambaran variasi gen enzim Glutation Peroxidase
(GPx1). Adanya sekuen gen GPx1 dapat digunakan sebagai penanda dini terjadinya stress
oksidatif pada pasien tuberkulosis paru dan kemungkinan menyebabkan keparahan penyakit
tuberkulosis paru seperti berkembangnya penyakit fibrosis paru bahkan kanker paru. Lokasi gen
GPx1 adalah pada kromosom 11q13.

Duapuluh lima penderita tuberkulosis paru yang berobat ke Balai Kesehatan Paru

Masyarakat (BKPM) kota Semarang dan Puskesmas jejaring diikutkan dalam penelitian ini.
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Penelitian ini untuk mengetahui sekuen gen enzim GPx1 dilakukan pemeriksaan molekuler
dengan menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) untuk melihat pita DNA dari

kelompok kasus tuberkulosis paru dan kelompok control orang sehat (gambar 1).

Gambar 1. Hasil elektroforesis produk PCR gen GPx pasein TB paru (bagian
atas) dan individu sehat (bagian bawah)
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Gambar 2. Hasil elektroforesis produk PCR-RFLP gen GPx1 (kiri) pada pasien
sehat dan tuberculosis paru (kanan)

Hasil PCR selanjutnya dipotong oleh enzim restriksi Apal gambar 2a dan 2b menunjukkan
hasil elektroforesis dari produk PCR yang telah dipotong oleh enzim restriksi Apal. Pada pasien
tuberkulosis paru ditemukan adanya polimorfisme gen GPx1 genotip C/C (86%) dan genotip
C/T (4%), Sedangkan pada individu sehat genotip C/C (100%) dan genotip C/T (0%). Tabel 2
menunjukkan frekuensi genotip gen GPx kelompok kasus dan kontrol. Polimorfisme ini secara
signifikan menunjukkan bahwa gen GPx tidak dapat digunakan sebagai alat deteksi unutk
mengetahui kerentanan pasien tuberculosis paru terhadap stress oksidatif. Hal tersebut dibuktikan
bahwa pada polimorfisme gen GPX1 pasien tuberculosis paru hanya sebesar 4% atau sekitar 1

orang hamper sama dengan individu sehat, dimana juga tidak terdapat polimorfisme gen GPx1.
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Tabel 2. Frekuensi genotip promoter Gen GPx kelompok kasus dan kontrol

Frekuensi Genotip Kasus (%) Normal (%) Nilai p (Chi Square test)
C/C Homozigot 86 100 0,365
C/T Heterozigot 4 0
Nilai p < 0,05

Enzim glutation peroksidase berperan penting dalam melindungi sel, melalui reaksi seperti
di atas maupun melalui peroksida organik yang terbentuk dalam oksidasi kolesterol dan asam
lemak. Aktivitas enzim glutation peroksidase mampu mereduksi 70% peroksida organik dan
lebih dari 90% H202. Enzim glutation peroksidase yang ditemukan dalam sitoplasma tersebut
merupakan tetramer, dan mengandung selenosistein pada sisi aktifnya. Enzim ini bersifat
nukleofilik, yang sangat mudah terionisasi dan mengakibatkan terlepasnya proton.

Aktivitas enzim glutation peroksidase juga ditemukan dalam mitokondria, plasma, dan
saluran pencernaan. Dalam sitoplasma, enzim glutation peroksidase bekerja pada membran
fosfolipid yang teroksidasi sehingga dikenal juga sebagai hydroperoxide glutathione peroxidase.
Enzim glutation peroksidase juga dapat langsung mereduksi hidroperoksida kolesterol, ester
kolesterol, lipoprotein, dan fosfolipid yang teroksidasi dalam membran sel. Aktivitas enzim
tersebut dapat juga diinduksi oleh keadaan hiperoksia (Asikin, 2001).

Enzim glutation peroksidase bersama glutation reduktase (suatu flavoprotein) dan NADPH
(yang diperoleh dari aktivitas glukosa-6 fosfat dehidrogenase pada HMP-shunt) merupakan
bagian dari siklus redoks glutation yang berperan untuk mempertahankan kadar glutation.
Kelainan pada siklus tersebut bermanifestasi pada penyakit anemia hemolitik.

Pada penderita nekrosis hati dan penyakit degeneratif, aktivitas glutation peroksidase
rendah karena terjadi defisiensi selenium. Sementara pada penderita alergi, aktivitas glutation
peroksidase sel darah merah meningkat 2 kali dibandingkan dengan kontrol, yaitu 16 U/g Hb.
Aktivitas enzim ini juga dapat diinduksi oleh antioksidan sekunder isoflavon. Berikut laporan
dari beberapa peneliti tentang potensi antioksidan isoflavon yang berasal dari tanaman terhadap
aktivitas glutation peroksidase.

Rohrdanz, etal. (2002) melaporkan bahwa aktivitas glutation peroksidase meningkat ketika
sel hepatoma H4IIE dipapar dengan 300 mmol/l daidzein, demikian juga aktivitas katalasenya.
Suplementasi isoflavon dengan kadar genistein tinggi, yaitu sebanyak 598 mg/kg pakan tikus
selama 4 minggu pada tikus yang dilatih berlari ternyata meningkatkan aktivitas glutation
peroksidase dari 0,403 mmol/det/mg menjadi 0,412 mmol/det/mg protein RBC tikus (Chen,
et al., 2002). Isoflavon kedelai merupakan senyawa flavonoid. Potensinya sebagai antioksidan
diduga serupa dengan antioksidan quersetin, yaitu sebagai scavenger radikal bebas (Kameoka,
et al., 1999).

Aktivitas glutation peroksidase plasma juga meningkat path 4 wanita dan 1 laki-laki yang
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mengonsumsi jus buah apel dan kismis yang mengandung quersetin selama 1 minggu (Young,
et al., 1999). Quersetin adalah suatu senyawa flavonoid dalam sayuran atau buah-buahan yang
memiliki potensi antioksidan. Potensi tersebut ditunjukkan oleh posisi gugus hidroksil yang dapat
langsung menangkap radikal bebas. Flavonoid melindungi sel dari serangan senyawa oksigen
reaktif seperti oksigen singlet, superoksida, radikal peroksil, radikal hidroksil, dam peroksinitrit.

Glutation peroksidase intraseluler berpotensi mengubah, molekul hidrogen peroksida
dengan cara mengoksidasi glutation bentuk tereduksi (GSH) menjadi bentuk teroksidasi (GSSG).
Glutation bentuk tereduksi mencegah lipid membran dan unsurunsur sel lainnya dari kerusakan
oksidasi, dengan cara merusak molekul hidrogen peroksida dan lipid hidroperoksida. Delmas
Beauvieaux, et al. (1996) melaporkan bahwa enzim glutation peroksidase mendekomposisikan
H202 lebih kuat dibandingkan dengan enzim katalase. Agar enzim bisa bekerja, selalu diperlukan
adanya substrat, misalnya glutation, yang merupakan substrat enzim glutation peroksidase.

Penelitian ini telah dapat mengidentifikasi polimorfisme pada daerah gen GPx1, ditemukan
ekspresi genotip C/C (86%), C/T (4%) dan T/T (0%) pada kelompok kasus dibandingkan
dengan orang normal C/C (100%), C/T (0%), dan T/T (0%). Berdasarkan uji statistik dengan
menggunakan Chi-Square Test didapatkan nilai p=0,365 menunjukkan bahwa terdapat tidak
terdapat hubungan secara signifikan antara polimorfisme genotip promoter gen GPx1 individu
sehat dengan penderita tuberkulosis paru. Glutation memiliki beberapa bentuk di dalam tubuh
yaitu glutation peroksidase (GPx), glutation reduktase (Gsr) dan glutation oksidase (GSSG) (Lu,
2008).

Glutation Peroksidase merupakan enzim dari glutation yang mengalami peroksidasi.
Peroksidasi dapat terjadi akibat adanya paparan radikal bebas baik dari polutan maupun infeksi
bateri dan virus (Rahman, 2000 dan Lu, 2008). Ketika sel terpapar oleh oksidan dan terjadi
peristiwa stres oksidatif (cekaman oksidatif) dan terjadi penurunan GSH, maka ekspresi gen
GPx mengalami peningkatan regulasi oleh aktivasi elemen respon terhadap stress oksidatif pada
daerah promoter.

Berdasarkan penelitian yang dilakukan oleh Iskusnykh et al. (2013) terhadap 429
tikus hepatitis, hasilnya menggambarkan adanya variasi gen GPx pada -129C/T yang mana
menunjukkan alel T lebih rendah pada aktivitas promoter (40%) dibanding alel C (50%).
Frekuensi polimorfisme T secara signifikan lebih tinggi pada kelompok kasus dibanding kelompok
kontrol (genotip C/T dan T/T pada kelompok kasus 31,5% sedangkan kelompok kontrol 19,2%,
p<0,001). Hasil analisis regresi menunjukkan bahwa polimorfisme T merupakan faktor risiko
terjadinya penyakit jantung dan faktor risiko penyakit pembuluh darah jantung (Odd Ratio
1,98; 95% c onfidence Interval 1,38-2,83, p<0,001). Kesimpulan penelitian ini adalah bahwa
polimorfisme -129/T gen GCL bukan gen GPx1 menekan induksi gene GCLM dalam merespon

adanya oksidan dan secara genetik merupakan faktor risiko penyakit hepatitis.
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Penelitian mengenai gen-gen lain yang terkait dengan patogenesis tuberkulosis paru
juga penah diteliti oleh Adriani et al (2011) terhadap polimorfisme gen nucleotide binding
oligomerization domain 2 (NOD2) pada penderita tuberkulosis di Makassar hasilnya menunjukkan
tidak adanya hubungan yang bermakna antara penderita TB dengan polimorfisme gen NOD2.
Namun terdapat hubungan antara polimorfisme gen NOD2 dengan indeks bakteri.

SIMPULAN DAN SARAN

Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa tidak terdapat hubungan yang bermakna
antara polimorfisme gen GPx1 (p=0,0036) pasein tuberkulois dengan individu sehat. Oleh
karena itu hal ini menunjukkan bahwa polimorfisme gen GPx1 tidak dapat digunakan sebagai

alat deteksi kerentanan terhadap stress oksidatif pada pasien tuberkulosis.

Saran

Perlu penelitian lanjutan yang menggunakan sampel lebih besar dan populasi etnik yang
berbeda.
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