ARTERI : Jurnal llmu Kesehatan
Vol. 4, No. 4, Agustus 2023, him. 200-206

p-ISSN 2721-4516
e-ISSN 2715-4432

Pengembangan Metode PCR Multipleks untuk Analisis Genotipe Null Gen
GSTM1/GSTT1 pada Pasien Tuberkulosis

Kinasih Prayuni?, Intan Razari?, Silviatun Nihayah?®, Syafrizal®, Rika Yuliwulandari®
DPusat Penelitian Genetik, Lembaga Penelitian Terpadu, Universitas YARSI,
kinasih.prayuni@yarsi.ac.id
2embaga Penelitian Terpadu, Universitas Y ARSI, intan.razari@yarsi.ac.id
3Lembaga Penelitian Terpadu, Universitas YARSI, silviatun.nihayah@yarsi.ac.id
“Rumah Sakit Umum Pasar Rebo, osyafrizal@gmail.com
SDepartemen Farmakologi, Fakultas Kedokteran Universitas YARSI, rika.yuliwulandari@yarsi.ac.id

ABSTRAK

Penyakit tuberkulosis (TB) masih menjadi penyakit infeksi terbesar di Indonesia. Hepatotoksisitas menjadi efek
samping yang paling sering dialami oleh pasien TB karena terapi obat lini pertama TB. Gen glutathione S-transferase
(GST) GSTM1 dan GSTT1 terlibat dalam detoksifikasi dari berbagai zat beracun, seperti obat-obatan.
Pengembangan metode yang cepat dan sederhana untuk analisis genotype null dapat memfasilitasi besar studi
farmakogenetik dan aplikasi klinis penyesuaian dosis obat secara personal sesuai dengan profil genetik pasien.
Tujuan penelitian adalah mengembangkan metode PCR multiple untuk amplifikasi simultan gen GSTM1/GSTT1 untuk
analisis molekuler. Sebanyak 25 sample pasien TB digunakan untuk validasi metode tersebut yang terdiri dari pasien
TB dengan hepatotoksisitas dan pasien TB tanpa hepatotoksisitas. Berdasarkan hasil validasi PCR pasien TB dengan
hepatotoksisitas menunjukkan frekuensi genotype null gen GSTM1 sebesar 90% dan pasien TB tanpa hepatotoksisitas
sebesar 100%. Frekuensi genotype null gen GSTT1 pada pasien TB dengan hepatotoksisitas sebesar 90% , sedangkan
pada pasien TB tanpa hepatotoksisitas sebesar 80%. Hasil sekuensing pada sampel positif menunjukkan similaritas
sebesar 99% pada data genbank NCBI. Penelitian ini berhasil mengidentifikasi genotipe null gen GSTM1 dan GSTT1
dengan metode PCR multipleks pada pasien TB. Penelitian ini perlu dilanjutkan dengan jumlah sampel yang lebih
besar untuk melihat hubungan menyeluruh antara genotype null GSTM1 dan GSTT1 dengan hepatotoksisitas akibat
pengobatan TB.

Kata kunci: Genotipe null, GSTM 1, GSTT 1, Hepatotoksisitas, Tuberkulosis

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) remains Indonesia's leading infectious disease. Hepatotoxicity is the most common side effect of
TB first-line medication therapy in TB patients. GSTM1 and GSTTI are glutathione S-transferase (GST) genes
involved in the detoxification of various toxic compounds such as drugs. The development of fast and simple methods
for null genotyping of GSTM1/GSTTI could facilitate large pharmacogenetic studies and the clinical application of
personalized drug dose adjustment according to the patient's genetic profile. The aim of this research was to develop
a multiple PCR method for simultaneous amplification of GSTM1/GSTTI genes for molecular analysis. A total of 25
samples of TB patients were used to validate the method consisting of TB patients with hepatotoxicity and without
hepatotoxicity. Our result showed the genotype frequency of the GSTM1 null genotype was 90% in TB patients with
hepatotoxicity and 100% in TB patients without hepatotoxicity. The frequency of the GSTTI null genotype in TB
patients with hepatotoxicity was 90%, whereas in TB patients without hepatotoxicity was 80%. The sequencing results
on the positive samples showed a similarity of 99% to the GenBank NCBI. Our study was successful in detecting
GSTM1 and GSTT1 null genotypes using the multiplex PCR method in TB patients. Further study needs to be done
with larger sample of TB patients.
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I. PENDAHULUAN

Penyakit tuberkulosis (TB) masih
menjadi penyakit infeksi terbesar di Indonesia
dan menempati peringkat ketiga setelah India dan
Cina. Jumlah kasus yang ditemukan pada tahun
2022 sebanyak 824 ribu dan kematian 93 ribu per

tahun atau setara dengan 11 kematian per jam. Di
Indonesia jumlah kasus TB terbanyak yaitu pada
kelompok usia produktif terutama pada usia 45
sampai 54 tahun.! Hepatotoksisitas menjadi efek
samping yang paling sering dialami oleh pasien
TB karena terapi obat lini pertama TB, yaitu
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isoniazid, rifampisin dan pirazinamid.? Insiden
hepatotoksisitas yang diinduksi oleh obat TB
bervariasi antara 2% sampai 28% dan sering
menambah  morbiditas  penyakit  karena
penghentian pengobatan.?

Glutathione S-transferase (GST) adalah
salah satu enzim fase 2 dan merupakan famili
enzim multifungsional yang memiliki
kemampuan untuk detoksifikasi  senyawa
beracun yang terdapat pada pestisida, obat-
obatan, komponen makanan dan sebagainya.
Enzim GST yang telah diketahui berperan dalam
detoksifikasi senyawa xenobiotik adalah GSTM1
dan GSTT1.4°

GSTM1 merupakan enzim kelas Mu
yang dikode oleh enzim GSTM1, Glutathione S-
transferase Mu 1, yang berfungsi untuk
detoksifikasi senyawa elektrofilik, termasuk
karsinogen, obat, racun lingkungan serta produk
dari stres oksidatif, melalui konjugasi dengan
glutation. Gen GSTT1 mengkode enzim
Glutathione S-transferase theta-1 yang berfungsi
untuk katalisis konjugasi glutation tereduksi ke
berbagai senyawa elektrofilik dan hidrofobik.
Dalam beberapa penelitian, polimorfisme null
pada gen GSTM/GSTTL1 ini dikaitkan dengan
hepatotoksisitas akibat obat anti-TB, vyaitu
isoniazid 68 dan peningkatan resiko terhadap
penyakit kanker, seperti kanker pankreas, kanker
kandung kemih, kanker paru-paru, kanker
esofagus, dan kanker melanoma.®

Polimorfisme GST dapat dinilai dengan
analisis PCR untuk mendeteksi adanya genotype
null. Dalam wupaya meningkatkan efesiensi
deteksi, kami mengembangkan PCR multipleks
untuk amplifikasi simultan gen GSTM1/GSTT1
untuk analisis molekuler. Pengembangan ini
diharapkan dapat berkontribusi untuk
mendukung pengobatan yang dipersonalisasi
(personalize medicine) pada pasien TB seperti
dalam penentuan dosis obat pada pasien yang
memiliki genotype null gen GSTM1/GSTT]1.

II. METODOLOGI
Pengumpulan Sampel
Sebanyak 25 sampel pasien TB
dikumpulkan dari RS Pasar Rebo, Jakarta. Pasien
yang termasuk dalam penelitian adalah laki-laki
dan perempuan, berusia 17-84 tahun, didiagnosis

dengan TB menurut standar Organisasi
Kesehatan Dunia, dan dalam pengobatan yang
dipantau dengan obat anti-TB, yaitu selama 2
bulan  diberikan  Isoniazid,  Rifampicin,
Ethambutol, Pyrazinamide dan 4 bulan
selanjutnya diberikan Isoniazid dan Rifampicin.!°

Kriteria inklusi pasien untuk kontrol
adalah sebagai berikut: 1) pasien yang tidak
mengembangkan AT-DILI selama periode 6
bulan terapi anti-TB; 2) pasien yang sembuh atau
telah menyelesaikan pengobatan sesuai kriteria
WHO; 3) pasien dengan hasil tes fungsi hati
dalam kisaran normal selama kunjungan tindak
lanjut pada bulan 2 dan 6; dan 4) pasien dengan
kepatuhan pengobatan yang sangat baik sesuai
informasi Program Nasional Pengendalian TB
Berbasis DOTS. Kriteria eksklusi untuk kontrol
adalah sebagai berikut: (1) pasien dengan riwayat
penyakit hati, seperti hepatitis A, B, dan C;
hepatoma,; sirosis hati, dan cholelithiasis; dan (2)
pasien dengan hasil tes fungsi hati abnormal
(alanine transaminase, aspartate
aminotransferase, dan total bilirubin) sebelum
pengobatan anti-TB.

Kriteria inklusi untuk kasus
hepatotoksisitas ~ adalah  pasien  dengan
peningkatan alanin (ALT) atau aspartat
transaminase (AST) 3 kali batas atas kisaran
normal (ULN) dan setidaknya satu gejala
hepatitis, seperti anoreksia, kelelahan, mual dan
muntah, demam ringan, nyeri tekan dan/atau
pembesaran hati, penyakit kuning, dan urin
berwarna  gelap. AT-DILI, sebagaimana
didefinisikan menurut kriteria Council for
International Organizations of Medical Sciences
(Geneva, Switzerland).!' Pasien menandatangani
informed consent untuk keikutsertaannya dalam
studi ini. Sebanyak 3 mL darah dikumpulkan dari
pasien.

Ekstraksi DNA

Darah EDTA yang dikumpulkan di ekstraksi
menggunakan Maxwell RSC Whole Blood
DNA kit (Promega) sesuai instruksi manual
alat menggunakan  Maxwell  automatic
instrument (Promega). Kualitas dan kuantitas
DNA diukur dengan Tecan MPro 200 (Tecan).
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Amplifikasi genotype null GSTM1/GSTT1

Desain  Primer untuk deteksi gen
GSTM1/GSTT1 dilakukan dengan free software
MP_Primer
(http://biocompute.bmi.ac.cn/MPprimer/).*?
Primer untuk deteksi gen GSTM1 null adalah:

F: 5>-TGAGGACAGATTCAGGGACAGCA-3’
R: 5’-ACCCTGAGCAAAGGACTGACCC-3’
Sedangkan primer yang akan digunakan untuk
deteksi gen GSTT1 null adalah:

F: 5>-TCCCGACTTTGCCTGCCCAATC-3’

R: 5>-AGGACGGTGCAAGGGTGAGGTT-3’
Dalam penelitian ini digunakan kontrol internal,
yaitu gen HBB dengan primer sebagai berikut:
F:5’-
TCATACCTCTTATCTTCCTCCCACAGC-3’
R:5’-
GAAATTGGACAGCAAGAAAGCGAGC-3’

Primer tersebut kemudian dilakukan
optimasi suhu dan ditemukan bahwa suhu 68°C
adalah suhu optimum dari kesemua primer
multipleks. Campuran PCR memiliki volume
akhir sebesar 25 pl yang mengandung 20 ng
genomic DNA, 1X KAPA 2 G Fast Multiplex
master mix (KAPA Biosystem, Cape Town,
Afrika Selatan), dan 10 pM setiap primer.
Amplifikasi PCR dilakukan pada mesin PCR
konvensional T-100 (BioRad, CA, USA). Profil
reaksi amplifikasi pada mesin adalah 3 menit
pada suhu 95°C; 30 siklus dari proses denaturasi
selama 15 detik pada suhu 95°C, proses
annealing selama 30 detik pada suhu 68°C, dan
proses elongasi selama 30 detik pada suhu 72°C;
serta proses elongasi akhir selama 1 menit pada
suhu 72°C.

Visualisasi PCR dilakukan pada gel 2%
dengan PeqGreen vyang dilihat pada Gel
Documentation. Produk hasil dari PCR
multipleks sebesar gen GSTM1, GSTT]I, dan B-
globin berukuran 800-bp, 632-bp, dan 180-bp
secara berurutan. Genotipe sampel yang memiliki
Gen GSTM1/GSTT1 null tidak akan memiliki
pita DNA pada hasil PCRnya dan sampel tersebut
hanya menunjukkan gen B-globin sebesar 180-bp
sebagai kontrol. Sampel dengan gen GSTM1 dan
GSTT1 yang positif kemudian disekuensing
untuk memastikan apakah primer spesifik
mengamplifikasi gen target yang diinginkan.

III. HASIL DAN PEMBAHASAN

Pengembangan protokol PCR multipleks
untuk menganalisis beberapa gen secara
signifikan akan meningkatkan penerapan
skrining genetik sebagai alat untuk deteksi dini
hasil kesehatan yang terkait dengan lingkungan
paparan, dalam penelitian ini pada pasien TB.!3:!4
Untuk memvalidasi prosedur PCR multipleks ini,
kami menggunakan 25 pasien TB untuk analisis
dari setiap gen.

Optimasi  primer dilakukan dengan
gradien suhu menggunakan mesin PCR T-100
(BioRad). Gradien PCR dilakukan dengan
peningkatan suhu annealing (Ta) dari 60°C —
70°C berdasarkan suhu melting dari masing-
masing primer (Tm). Optimasi Ta sangat penting
untuk kesuksesan reaksi PCR. Suhu annealing
adalah suhu ketika primer akan berikatan secara
spesifik dengan target gen. Dalam penelitian ini
juga digunakan metode PCR multiplex dengan
mencampurkan 3 pasang primer dalam satu
tabung, sehingga Ta yang sesuai sangat
diperlukan untuk mendeteksi secara spesifik gen
yang ditargetkan dalam penelitian ini.'>!¢ Jika Ta
terlalu rendah maka fragmen DNA yang
diamplifikasi menjadi tidak spesifik Fragmen
sehingga menyebabkan munculnya banyak pita
pada visualisasi gel agarosa. Sebaliknya, jika Ta
terlalu tinggi maka akan mempengaruhi yield
produk PCR serta mengurangi kemurnian produk
PCR." Hasil optimasi menunjukkan bahwa suhu
optimum dari ketiga pasang primer dalam
penelitian ini adalah 68°C.

800 bp
600 bp

200 bp

Gambear 1. Hasil visualisasi primer deteksi
genotipe null gen GSTM1/GSTT1
Keterangan: M, 100 bp ladder; NTC, non-

template control, lajur 1-6, representasi sampel.

Gambar 1 menunjukkan representasi
hasil visualisasi primer deteksi genotipe null
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GSTM/GSTTI1. Berdasarkan hasil visualisasi
tersebut primer dapat mendeteksi genotype null
gen GSTM1/GSTT1. Pada sampel 1, 4, dan 5
terdeteksi bahwa sampel tersebut memiliki
genotipe null untuk GSTM1 dan GSTT1 dan
hanya menunjukkan amplifikasi gen B-globin.
Sampel 2 dan 3 menunjukkan amplifikasi gen
GSTT]1 sebesar 632-bp dan gen -globin sebesar
180-bp, namun tidak ada amplifikasi gen
GSTM1, yang mengindikasikan bahwa genotipe
tersebut adalah GSTM1 null. Sampel 6
menunjukkan amplifikasi gen GSTM1 sebesar
800-bp dan gen B-globin sebesar 180-bp, namun
tidak ada amplifikasi gen GSTT1, vyang
mengindikasikan bahwa genotipe tersebut adalah
GSTT1 null.

Berdasarkan hasil PCR kami
mentabulasikan frekuensi genotype null gen
GSTM1 dan GSTTL1 pada 25 sampel pasien
(Tabel 1). Pasien TB dengan hepatotoksisitas
menunjukkan frekuensi GSTT1 null yang lebih
besar di bandingkan pasien TB tanpa
hepatotoksisitas, yaitu 90% vs 80%. Sebaliknya
genotipe null gen GSTML1 lebih banyak pada
sampel pasien TB tanpa hepatotoksisitas di
bandingkan dengan pasien TB dengan
hepatotoksisitas yaitu 100% vs 90%. Merujuk
pada penelitian sebelumnya pada suku Jawa dan
Sunda, genotype null gen GSTM1 dan GSTT1
ditemukan cukup besar yaitu 99% dan 67%.%’

Sample pasien yang kami kumpulkan
dari Rumah Sakit Pasar Rebo tidak kami ambil
secara spesifik berdasarkan suku, namun
demikian data ini sejalan dengan data pada
normal populasi, khususnya suku Jawa-Sunda.
Hal ini bisa menjadi rujukan untuk dilakukan
penelitian yang lebih lanjut terkait genotype null
gen GSTM1/GSTT1 pada pasien TB di Indonesia
dengan jumlah vyang lebih besar. Hasil
sekuensing pada sampel dengan gen GSTML1 dan
GSTT1 vyang positif menunjukkan hasil
similaritas sebesar 99% dengan data gen bank
NCBI yang menunjukkan bahwa desain primer
pada metode PCR multipleks ini spesifik
terhadap gen GSTM1 dan GSTT1.

Tabel 1. Frekuensi Genotipe Gen
GSTM1/GSTT1

Pasien TB dengan Pasien TB tanpa

Genotipe hepatotoksisitas hepatotoksisitas
(n=10) (n=15)

GSTM1

Present 1 (10%) 0 (0%)
Null 9 (90%) 15 (100%)

GSTT1

Present 1 (10%) 3 (20%)
Null 9 (90%) 12 (80%)

Beberapa penelitian telah mengamati
hubungan  antara  genotipe = GST  dan
hepatotoksisitas yang diinduksi oleh obat
antituberkulosis.®'®20  Namun demikian hasil
penelitian tersebut masih kontradiktif, Roy et al.
melaporkan bahwa hubungan yang signifikan
antara genotipe null homozigot GSTM1 dan
hepatotoksisitas yang diinduksi obat anti-
tuberkulosis pada pasien tuberkulosis India.*® Hal
ini menunjukkan bahwa resiko pasien untuk
mengembangkan hepatotoksisitas karena
pengobatan TB meningkat karena memiliki
genotipe null homozigot GSTM1. Namun
demikian Roy et al. tidak menemukan hubungan
yang signifikan antara genotipe null GSTT1
dengan peningkatan resiko terhadap
hepatotoksisitas akibat pengobatan TB.'® Hasil
penelitian Huang et al. pada populasi Cina
mendukung hasil penelitian Roy et al. Huang et
al. melaporkan juga bahwa genotipe null
homozigot GSTM1 meningkatkan resiko
hepatotoksisitas pada pasien TB.?! Penelitian
meta-analisis yang dilakukan oleh Chanhom etal.
menunjukkan bahwa genotipe null GSTM1
meningkatkan resika terhadap hepatotoksisitas
pada individu di populasi Asian Selatan
dibandingkan individu pada populasi Caucasia,
Asia Timur maupun Asia Tenggara.?

Hasil penelitian pada pasien TB di
Spanyol menunjukkan bahwa genotipe null
GSTT1 homozigot dilaporkan meningkatkan
resiko hepatotoksisitas yang diinduksi obat anti-
TB, dan tidak ada hubungan signifikan yang
ditemukan antara genotipe null homozigot
GSTM1 dan hepatotoksisitas.'® Penelitian lain
pada populasi Kaukasia menunjukkan bahwa
genotipe null GSTT1 juga meningkatkan resito
terhadap hepatotoksisitas daripada genotipe null
GSTM1.®® Namun demikian hasil penelitian
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Singla et al. justru melaporkan bahwa kombinasi
genotipe doble null GSTM1 dan GSTTL1 terkait
dengan resiko lebih besar pasien TB untuk
mengenbangkan hepatotoksisitas akibat
pengobatan TB.%

Namun demikian terdapat beberapa
penelitian yang tidak menemukan hubungan yang
signifikan antara genotipe null GSTM1 maupun
GSTT1 dengan  hepatotoksisitas  akibat
pengobatan TB. Penelitian terbaru pada pasien di
Peru melaporkan hasil yang kontra dengan
penelitian sebelumnya dan tidak menemukan
hubungan yang signifikan antara genotipe null
GSTM1 maupun GSTT1 dengan hepatotoksisitas
akibat obat anti-tuberkulosis.?® Studi lain di India
juga menunjukkan tidak ada hubungan yang
signifikan antara GSTM1 dan GTT1 dengan
hepatotoksisitas.? Penelitian lain pada populasi
Clna juga menunjukkan tidak ada resiko
peningkatan hepatotoksisitas pada pasien dengan
genotipe null GSTM1 maupun GSTTL1.%
Perbedaan ini dapat dijelaskan karena konsentrasi
obat anti-tuberkulosis dan polimorfisme genetik
sangat bervariasi antara populasi dan/atau
individu.?®

60 70 80 90 100
TAATAAATGCTG ATGTATCCAATTG AAGCCTGGGCACTGCCCC

(i [\/ Wy /\ W “"’” U\’M/\f \[\JI‘[\}[\JP'J\J\M

Gambar 2. Kromatograrn has1l sekuensing
Konfirmasi dengan metode sekuensing

diperlukan untuk memastikan bahwa fragmen
yang diamplifikasi adalah betul fragmen gen
target. Dalam penelitian ini dilakukan konfirmasi
sekuensing pada sampel yang tidak menunjukkan
genotype null baik pada gen GSTM1 maupun gen
GSTTI. Hasil sekuensing berupa data basa-basa
nukleotida yang diwakili sebagai grafik dengan
warna tertentu yang  dikenal  sebagai
kromatogram (Gambar 2). Dalam studi
identifikasi single nucleotide polymorphism
(SNP) pemisahan grafik kromatogram sangat
menentukan ~ hasil  interpretasi. Urutan
kromatogram dapat diklarifikasi secara manual
dan harus menunjukkan tidak ada puncak yang
tumpang tindih, yang mungkin menunjukkan 2

genotipe yang terkait erat atau menunjukkan
pengikatan primer nonspesifik pada DNA
sampel. Jika setelah dilakukan analisis terdeteksi
bahwa ada primer nonspesifik maka roses
amplifikasi dan sekuensing harus diulang.?

Gambar 3. Hasil penyejajaran (alignment) hasil
sekuensing gen A. Tubulin, B. GSTM1, C.
GSTTI1 dengan program BioEdit

Basa nukleotida hasil sekuensing
konfirmasi kemudian dianalisis dengan sofiware
BioEdit. Saat ini, BioEdit menjadi fool
bioinformatika yang sangat penting dalam studi
biologi molekuler. Fitur dari BioEdit yang paling
umum digunakan adalah fitur penyejajaran
(alignment). Penyejajaran basa nukleotida hasil
sekuensing konfirmasi gen Tubulin, gen GSTM1
dan gen GSTT1 dapat di lihat pada Gambar 3.
Hasil penyejajaran amplifikasi primer forward
maupun primer reverse menunjukkan bahwa
ketiga gen yang diteliti sejajar dengan sekuen
referensi dari GenBank.

Sekuen konsensus hasil penyejajaran
kemudian diverifikasi dengan basis data
(database) genomik melalui fitur Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST). Basis data
yang umum digunakan adalah National Center
for Biotechnology Information (NCBI) yang
dikembangkan oleh peneliti dari National
Institutes of Health (NIH). Algoritma BLAST
memungkinkan perbandingan urutan basa yang
didapatkan peneliti dengan data library pada
GeneBank. BLAST mendeteksi kesamaan antara
urutan basa nukleotida atau protein sampel uji
dengan membandingkan urutan basa nukleotida
atau protein pada urutan basa nukleotida atau
protein pada database dan menghitung
signifikansi statistik dari temuan tersebut.
Perangkat lunak ini dirancang untuk mendeteksi
hubungan fungsional dan evolusi antara urutan
basa nukleotida serta untuk membantu
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mengidentifikasi anggota family gene.?® Hasil
BLAST  menunjukkan  bahwa  kesamaan
(similarity) urutan basa gen Tubulin, gen GSTM1
dan gen GSTT1 sebesar 99% dengan urutan basa
database GenBank. Hal ini menunjukkan bahwa
primer yang dikembangkan dalam penelitian ini
spesifik mendeteksi gen target dan mendeteksi
genotipe null dari gen GSTM1 dan gen GSTT1.

IV. SIMPULAN DAN SARAN

Penelitian ini berhasil mengidentifikasi
genotipe null gen GSTM1 dan GSTT1 dengan
metode PCR multipleks pada pasien TB.
Interpretasi hasil dapat dilakukan dengan jelas
karena produk PCR teramplifikasi dengan baik.
Penelitian ini perlu dilanjutkan dengan jumlah
sampel yang lebih besar untuk melihat hubungan
menyeluruh antara genotype null GSTM1 dan

GSTT1 dengan  hepatotoksisitas  akibat
pengobatan TB.
V. UCAPAN TERIMA KASIH
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kepada pasien yang telah berpartisipasi dalam
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