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Abstract

The important genetic factor about susceptibility of oxidative stress in
Pulmonary Tuberculosis (PTB) has not been determined. The aim of this study was to
analyse the association between polymorphism glutamatecysteine ligase catalytic
subunit (GCLC) genes with susceptibility of oxidative stress in PTB in Makassar
population of Indonesian. The Methods use is a case-control study was performed on 25
paired subjects with or without PTB, These subjects were selected from result of BTA
stain from sputum subjects. The following polymorphisms were genotyped by PCR-RFLP
of —129C/T in the GCLC gene. Genotype frequencies and allelic frequencies were
analysed. The Results was found There were significant differences in the distribution of
genotype frequencies for polymorphism —129C/T in GCLC gene between PTB and non-
PTB subjects. The distribution of the allelic frequencies of these genes also showed
significant difference between the two groups. Conclusions is The genetic
polymorphisms in GCLC —129C/T are associated with susceptibility of Oxidative stress
on PTP subject.
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PENDAHULUAN

Penyakit tuberkulosis (TB) disebabkan oleh bakteri Mycobacterium tuberculosis, merupakan
penyakit infeksi penyebab kematian manusia terbesar di dunia. WHO memperkirakan pada tahun 2007
ada 9.27 juta kasus TB baru di dunia (139 per 100,000 orang). Diperkirakan dari 9.27 juta kasus
terdapat 44% atau 4.1 juta kasus (61 per 100,000 orang) merupakan BTA positif (WHO, 2009).

Di Indonesia perkiraan insidensi TB tahun 2007 berdasarkan pemeriksaan sputum (basil tahan
asam/BTA positif) adalah 228 per 100,000 orang. Perkiraan prevalensi TB adalah 244 per 100,000
orang dan kematian akibat TB adalah 39 per 100,000 orang/tahun (WHO, 2009). Menurut laporan
Dinas Kesehatan di Sulawesi Selatan terdapat 7.676 kasus lama dengan Basil Tahan Asam (BTA)
positif. Sedangkan penderita baru dengan BTA positif 3.652 pendenta. Hasil survei kesehatan rumah
tangga oleh Departemen Kesehatan, menunjukkan bahwa 34% kematian disebabkan oleh penyakit
infeksi dan parasit, di antaranya 11.45% disebabkan oleh TB paru (Depkes, 2002).
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Tantangan utama dalam pengendalian TB adalah diagnosis dan penatalaksanaan infeksi TB
laten serta upaya pencegahan. Penduduk dengan TB laten, 10% diantaranya akan menjadi TB aktif.
Selama ini para ahli menduga terdapat gangguan sistem imun pada penderita TB (Maderuelo et al.,
2003; Widjaya et al., 2010) Akibat Kklinis infeksi M. tuberculosis (Mtb) lebih dipengaruhi oleh sistem
imunitas seluler daripada imunitas humoral. Pertahanan tubuh terhadap infeksi Mtb menyebabkan
ketidakseimbangan reduksi-oksidasi (redoks), dikenal sebagai stres oksidatif. Stres Oksidatif pada TB
paru terjadi karena produksi ROS oleh sistem imun tubuh untuk melisiskan Mycobacterium
tuberculosis mengalami peningkatan (Jack et al., 1994). Peningkatan ROS menyebabkan peningkatan
penggunaan antioksidan endogen (superoksida dismutase, katalase dan glutation) untuk menetralisir
ROS. Sedangkan antioksidan eksogen (vitamin C dan E) vyang berasal dari asupan makanan
jumlahnya rendah, sehingga pada pasien TB paru konsentrasi antioksidan mengalami penurunan
(Madebo et al., 2003; Almiral et al., 2004; Reddy et al., 2004; Kaur et al., 2005; Akiibinu et al.,
2007; Akiibinu et al., 2008; Akiibinu et al., 2011).

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 al., 2009). Peningkatan ROS pada pasien TB paru
merupakan proses yang berhubungan dengan tingkat keparahan penyakit (Mohod et al., 2011).

Gamma-Glutamylcysteine Synthetase (GCLC) 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 (Rosa et al., 2000; Zhang et al., 2005). 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 et al., 2004), sehingga regulasi fungis sel
imun tubuh terganggu. Sintesis GCLC diekspresikan secara genetik oleh urutan gen yang membentuk
protein enzim. Bila ekspresi gen berubah akibat polimorfisme maka sintesis GSH tersebut terganggu,
sehingga tidak terbentuk GSH baru. Akibat rendahnya GCS maka terjadi keparahan penyakit
tuberkulosis paru. Berdasarkan penjelasan di atas, maka pada penelitian ini perlu dilakukan.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan desain penelitian observasional dengan pendekatan case-control.
Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Juli-Oktober 2012, di Laboratorium Mikrobiologi dan Biologi
Molekuler Rumah Sakit Universitas Hasanuddin.

Penelitian ini melakukan pengambilan sampel darah sebanyak 3 mL pada 25 orang penderita
TB dengan BTA positif dan 25 orang sampel normal sebagai kelompok kontrol. Sampel darah pasien
TB diambil dibeberapa rumah sakit umum dan rumah sakit paru di Makassar dengan kriteria pasien
tersebut hasil pemeriksaan BTA positif. Sedangkan untuk sampel normal diambil dari staf
laboratorium dan perawat di rumah sakit yang sehat tanpa ada gejala infeksi ataupun sakit.

Selanjutnya darah yang diperoleh dilakukan ektraksi DNA dengan menggunakan metode fenol
kloroform, hasil ekstraksi selanjutnya dilakukan proses amplifikasi DNA dengan menggunakan teknik
PCR-RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism). Hasil dari proses amplifikasi DNA
diperoleh target DNA sepanjang 613 bp, selanjunya dilakukan pemotongan dengan menggunakan
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enzim Tsp45I untuk melihat adanya polimorfisme dari gen GCLC, yaitu untuk alel C/C akan diperoleh
band sepanjang 500 bp dan 113 bp, untuk alel C/T akan diperoleh band sepanjang 500 bp, 302 bp,
198 bp, 113 bp, sedangkan untuk alel T/T diperoleh band sepanjang 302 bp, 198 bp, dan 113 bp
(Koide et al., 2003). hasil yang genotipe yang diperoleh dari masing-masing sampel, kemudian
dilakukan analisis distribusi frekuensi alel dan uji Chi-Square dengan menggunakan program SPSS
17.0.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Dari hasil penelitian yang dilakukan diperoleh hasil amplifikasi gen GCLC sepanjang 613 bp
pada semua sampel penelitian, pada hasil analisis RFLP gen GCLC pada semua sampel hanya
ditemukan dua alel yaitu alel C/C dan C/T.

M GCLC K-

Gambar 1. Elektroforesis Hasil Amplifikasi Gen GCLC Sepanjang 613 bp. M=Marker; GCLC= Gen
GCLC yang teramplifikasi, K-=Tanpa amplifikasi gen GCLC

Gambar 2. Elektroforesis Hasil Amplifikasi Hasil RFLP gen GCLC. M=Marker, Sampel 1-10 dan
20=Sampel Pasien TB, dan NF=Sampel Normal

Distribusi alel penderita TB ditemukan sebanyak 13 pasien atau sekitar 52% dengan alel C/C
dan 12 pasien atau sekitar 48% dengan alel C/T, Sedangkan pada sampel normal yang merupakan
kelompok kontrol ditemukan 24 orang atau sekitar 96% dengan alel C/C dan 1 orang atau sekitar 4%
dengan alel C/T. Berdasarkan hasil uji statistik dengan menggunakan Chi-Square antara kelompok
sampel dan genotip hasil restriksi ditemukan P = 0.000 (P<0.005) hal ini menunjukkan hahwa terdapat
perbedaan yang bermakna antara genotipe kelompok penderita TB dan genotipe kelompok normal.
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Tabel 1. Distribusi Genotipe Gen GCLC Pada Sampel Penderita TB dan Sampel Normal

. Penderita TB Sampel Normal
Genotipe -
Frekuensi Persentase  Frequency  Persentase
CIC 13 52.0 24 96.0
CIT 12 48.0 1 4.0
Total 25 100.0 25 100.0

Pada penelitian ini diperoleh perbedaan yang bermakna antara distribusi alel C/C dan C/T
antara penderita TB dan kelompok kontrol. Pada hasil amplifikasi gen glutamate-cysteine ligase
catalytic (GCLC) diperoleh sepanjang 613. Gen GCLC pada manusia normal terletak pada kromosom
6 lengan P locus 12.1 yang tersusun dari 54693 bp. Gen GCLC adalah gen yang mengkode subunit
katalitik pada pembentukan Glutatione (GSH) (Koide et al., 2003). Glutation (GSH) merupakan
tripeptida yang terdiri atas asam amino glisin, asam glutamate dan sistein. Glutation umumnya
disingkat GSH, karena adanya gugus sulfihidril (-SH) yang terdapat pada sistein senyawa tersebut.
Glutatione terdapat dalam semua sel, yang memiliki peranan penting dalam pengaturan keseimbangan
reaksi redoks dalam sel dan melindungi sel dari kerusakan yang diakibatkan oleh stress oksidatif
(Koide et al., 2003). Dalam penelitian ini untuk melihat adanya polimorfisme gen GCLC, dilakukan
dengan metode RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphysm) yaitu dilakukan amplifikasi pada
daerah promotor dan sebagian exon 1 dari gen GCLC, alasan memilih daerah tersebut karena apabila
terjadi mutasi pada daerah promotor menyebabkan enzim RNA polymerase tidak dapat melekat pada
DNA dan menyebabkan transkripsi dan ekspresi enzim GCLC akan menurun, hal ini dibuktikan oleh
(Sailendra et al., 2011) yang menyatakan bahwa adanya pengulangan GAG pada UTR (Unit
Transkripri Region) gen GCLC dapat memberikan efek pada ekspresi gen melalui mekanisme
translasi.

Hasil restriksi dari gen GCLC, enzim restriksi yang digunakan adalah Tsp45l, enzim ini
memiliki situs pemotongan pada basa nitrogen 5° GT S AC 3 S dapat berupa asam amino Gunanin
(G) maupun Sitosin (C). Pada sampel 2, 3, 4, 8, 9, NF terlihat 2 band yang dengan panjang 500 bp
dan 113 bp ini menunjukkan sampel tersebut merupakan alel C/C yang merupakan genotipe normal.
Sedangkan pada sampel 1, 7, 10, 20 terlihat 4 band dengan panjang 500 bp, 113 bp, 198 bp, 302 bp,
ini menunjukkan sampel tersebut merupakan alel C/T. Penelitian ini menunjukkan 48% penderita TB
mengalami polymorfisme pada gen GCLC yaitu -129 C/T hal ini menunjukkan bahwa kerentanan
mengalami stress oksidatif pada penderita tuberculosis sangat tinggi, sedangkan pada orang normal
hanya ditemukan 4% yang mengalami polimorfisme, hal ini dapat terjadi karena subjek tersebut
pernah mengalami infeksi atau penyakit dan mengalami stres oksidatif yang lama sehingga pada gen
GCLC-nya dapat mengalami polimorfisme. Akibat yang akan terjadi bila terdapat polimorfisme pada
daerah promotor gen GCLC adalah akan terinduksinya peningkatan kadar oksidan (ROl & RNI)
dalam sel akibat infeksi (Mohod et al., 2011) dan menurunkan produksi dari GSH, sehingga dalam
keadaan ini antioksidan dalam sel akan menurun dan akan meningkatkan kerusakan sel akibat kadar
oksidan yang tinggi (Liu et al., 2007). Meskipun proses tadi merupakan bagian penting pertahanan
tubuh terhadap bakteri seperti misalnya M. tuberkulosis, namun peningkatan pembentukan Reactive
Oxygen Species (ROS) dapat memicu kejadian stres oksidatif (Pierattelli et al., 2004) yaitu keadaan
ketidakseimbangan sistem redoks antara oksidatif dengan antioksidan sehingga menyebabkan
kerusakan jaringan, seperti halnya kerusakan jaringan paru.

Selain itu akibat yang ditimbulkan oleh stres oksidatif dapat memberikan kerentanan penyakit
TB pasien akan bertambah parah, hal ini didukung oleh pernyataan Jack et al. (1994) dan Reddy et al.
(2004) yang menyatakan radikal bebas yang tinggi akan berimplikasi pada perkembangan fibrosis
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jaringan paru pada penderita tuberculosis dalam waktu yang lama. Stress oksidatif juga akan
berpeluang meningkatkan mutasi pada DNA hal ini sesuai dengan penelitian Sullivan et al. (2008)
yang melakukan penelitian tentang efek stress oksidatif terhadap laju mutasi pada M.tuberculosis, dan
mendapatkan hasil bahwa M.tuberculosis yang tidak mengalami gangguan stress oksidatif tidak
mengalami peningkatan mutasi dibandingkan dengan M.tuberculosis yang mengalami gangguan stres
oksidatif. Selain itu kadar Reactive Oxygen Species (ROS) yang tinggi berhubungan dengan
pembentukan kanker hal ini disebabkan ROS memiliki potensi karsinogenik karena Reactive Oxygen
Species (ROS) memfasilitasi terjadinya mutasi, pembentukan tumor, dan perkembangan tumor, serta
akibat peningkatan kadar ROS akan berimplikasi terhadap penyakit diabetes melitus hal ini dapat
terjadi akibat perubahan prooksidatif dari glutation dalam darah, tingginya kadar gula dalam darah
akan menaikkan kadar Reactive Oxygen Species (ROS) yang akan menggangu kerja insulin dalam
tubuh (Gospodaryov et al., 2002).

Dari hasil penelitian ini dapat pula diketahui bahwa tidak semua penderita TB mengalami
polimorfisme, tetapi ada sekitar 52% penderita TB yang memiliki gen GCLC yang normal, sehingga
adanya polimorfisme pada gen GCLC dapat dijadikan penanda atau biomarker terjadinya infeksi yang
telah lama oleh Mycobacterium tuberculosis (TB Laten) namun penelitian ini tidak dapat
membuktikan secara pasti tentang pemanfaatan polimorfisme gen GCLC sebagai biomarker TB laten
disebabkan karena kriteria pengambilan sampel penelitian ini tidak membatasi pada lamanya telah
menderita TB pada objek penelitian yang akan diperiksa. Penelitian sebelumnya oleh Akibiinu (2011)
menemukan bahwa terdapat perbedaan yang signifikan terhadap tingginya kadar oksidan pada
penderita TB dibandingkan dengan kontrol normal, dan terdapat perbedaan yang signifikan terhadap
penurunan kadar antioksidan pada penderita TB dan kontrol normal.

KESIMPULAN

Penderita TB sebanyak 13 orang atau sekitar 52% dengan genotipe C/C dan 12 orang atau
sekitar 48% dengan genotipe C/T, sedangkan pada sampel normal diperoleh 24 orang atau sekitar
96% dengan genotipe C/C dan 1 orang atau sekitar 4% dengan genotipe C/T. Terdapat perbedaan
yang bermakna antara polymorfisme C/T gen GCLC pada penderita tuberculosis dan orang normal
sehingga pada penderita penderita TB sebagian besar akan mengalami stress oksidatif yang
disebabkan oleh infeksi TB, pemberian OAT dan karena adanya polimorfisme gen GCLC.
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