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PRAKATA

Assalamu Alaikum Warahmatullahi WabarakatuhSyukur Alhamadulillahirobbilalamin. Puji syukur bagi Allah SWT,yang Maha Pengasih dan Maha Penyayang, atas izin Allah serta hanyaatas Rahmat, Hidayah, Inayah dan Ridlo Allah yang Maha Pengasih danMaha Penyayang, penulis dapat menyelesaikan buku Monograf “DasarMolekuler Glutation dan Perannya Sebagai Antioksidan”. Buku

Monograf ini merupakan salah satu wujud tulisan  yang berisi paparan teori,

konsep dan hasil penelitian terkait sintesis, struktur dan mekanisme regulasi

glutation yang dikaji secara molekuler dan perannya sebagai antioksidan

pada berbagai penyakit.Glutation (γ-glutamil sisteinil glisin) merupakan tripeptida yangterdiri dari glutamat, sisten dan glisin. Glutation umumnya disingkatGSH, karena adanya gugus sulfihidril (-SH) yang terdapat pada sisteinsenyawa tersebut, juga merupakan bagian molekul glutation yangberperan aktif. Sintesis glutation dikatalisa oleh enzim glutamate-

cystein ligase (GCL) yang diekspresikan secara genetik oleh urutan genyang membentuk suatu protein enzim, yaitu gen GCL.  Ekspresi gen GCLmenunjukkan aktivitas enzim glutamate cystein ligase untuk mensitesisglutation. Aktivitas enzim glutamate cystein ligase dapat terganggukarena adanya radikal bebas, akibatnya terjadi kegagalan sintesis GSH.Penderita penyakit TBC, diabetes, infark dan Jantung koroner memilikikadar GSH rendah, disebabkan kegagalan sintesis GSH. Glutationmerupakan salah satu antioksidan yang berperan dalam menangkalradikal bebas, sehingga penurunan kadar GSH dan peningkatan radikal
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bebas menyebabkan stres oksidatif dan berimplikasi pada keparahansuatu penyakit.Buku monograf ini disusun sebagai paparan hasil penelitianterkait antioksidan glutation. Buku Monograf ini terdiri atas delapanbab, yaitu 1) pendahuluan, 2) struktur dan biosintesis glutation, 3)Polimorfisme gen enzim glutamate cystein ligase, 4) glutation sebagaiantioksidan pada pasein tuberkulosis paru, 5) Identifikasi gen gcl danglutation secara molekuler pada pasien Tuberkulosis paru,  6) AnalisisGlutation, 7) Hasil identifikasi gen Gcl pada pasien tuberkulos paru, dan8) Penutup.Harapan penulis buku ini dapat digunakan sebagai acuan dantambahan ilmu pengetahuan bagi mahasiswa S1, S2 maupun S3,pengajar, peneliti ataupun pihak lain yang berminat mempelajariglutation, khususnya dasar molekuler glutation dan perannya sebagaiantioksidan.Penulisan dan penyusunan dalam buku monograf ini tidak lepasdari bantuan berbagai pihak. Pada kesempatan yang sangat berhargaini, Penulis dengan tulus menyampaikan ucapan terima kasih yang takterhingga kepada Dra Retno Sri Iswari selaku penyunting bukumonograf, mas Yoris, pak Riza dan semua pihak yang telahmembantu baik secara langsung maupun tidak langsung. Semogasumbangsih apapun wujudnya mendapat imbalan pahala yangberlimpah dari Allah Swt. Amin. Pendapat dan saran yang bersifatkonstruktif dari pembaca, para ahli, dan teman sejawat sangat penulisharapkan. Semoga tulisan ini bermanfaat bagi yang berminat.

Wassalamu’alaikum Warahmatullahi WabarakatuhSemarang, Juli 2016
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BAB I

PENDAHULUANGlutation (γ-L-glutamil-L-cysteinyl-glisin) merupakan tripeptidayang terdiri atas asam amino glisin, asam glutamate dan sistein denganikatan gamma peptida yang menghubungkan antara gugus aminasistein (yang melekat dengan ikatan pepetida pada glisin) dengan guguskarboksil pada rantai samping glutamat. Glutation umumnya disingkatGSH, karena adanya gugus sulfihidril (-SH) yang terdapat pada sisteinsenyawa tersebut, juga merupakan bagian molekul glutation yangberperan aktif.Sintesis glutation melalui 2 tahap yang masing-masing dikatalisaoleh enzim yang berbeda. Tahap I pembentukan dipeptida γ-

glutamylcystein dari glutamat dan sistein dikatalisa oleh enzim
glutamate-cystein ligase (GCL). Tahap II sintesis glutation dari γ-

glutamylcystein dan glisin dikatalisa oleh enzim glutathione syntethase(GSS). Secara ekstrasel, GSH dapat dihidrolisis oleh γ–L-glutamyl

transpeptidase (GGT). Dimana GGT mentransfer gugus γ-glutamilfungsional ke gugus H2O selama hidrolisis untuk membentuk glutamatbebas. Enzim tersebut juga mentransfer gamma-glutamyl dari GSH keasam amino dan peptida. Secara keseluruhan, produk dari hidrolisisGSH diambil oleh sel dalam bentuk asam amino atau dipeptida.Glutation (GSH) ditemukan hampir di semua jaringan mamaliadan terutama sangat terkonsentrasi di hati. Glutation dalam tubuhterdapat dua bentuk yaitu dalam bentuk kekurangan thiol, merupakanbentuk glutation tereduksi atau biasa dikenal sebagai glutation (GSH)dan bentuk disulfida-teroksidasi (GSSG). Disulfida teroksidasi (GSSG)merupakan GSH yang aktif menangkap radikal bebas (Zhang et al.,2005; Heisterkamp et al., 2008). Glutation merupakan zat yang secara
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alami sudah ada di dalam tubuh sejak lahir, terdapat di dalam maupun di

luar sel tubuh. Glutation merupakan bentuk yang lebih utama, kebanyakan

dalam konsentrasi milimolar dalam mayoritas sel.

Konsentrasi GSH pada hati dapat mencapai 5-10 mM. Sedangkan

GSSG kurang dari 1% GSH. GSH disimpan dalam 3 tempat utama pada sel

eukariotik, yaitu hampir 90% GSH seluler berada pada sitosol, 10% pada

mitokondria dan sisanya berada pada retikulum endoplasma. Kadar

glutation di dalam darah berada dalam rentangan 5-8 mM/l, dengan

konsentrasi tertinggi di dalam hati, yang merupakan organ terpenting dalam

fungsi detoksifikasi, lien, ginjal, paru, jantung, otak dan lambung. Kadar

glutation dalam tubuh menjadi aspek penting yang harus diperhatikan

karena terganggunya sintesis dan metabolisme GSH akan mengakibatkan

fungsi glutation terganggu dan mengakibatkan munculnya berbagai penyakit

dalam tubuh seperti liver, aging, cystic fibrosis, Parkinson..Glutation berperan dalam pemeliharaan status tiol redokssebuah sel, perlindungan terhadap kerusakan oksidatif, detoxifikasiendogen dan eksogen logam reaktif dan elektrofil, penyimpanan dantransportasi sistein, serta untuk protein dan sintesis DNA, regulasisiklus sel dan diferensiasi sel. Perubahan homeostasis GSHmenunjukkan perkembangan sejumlah penyakit pada manusia.Penelitian terbaru telah menemukan peran GSH dalam mengaturekspresi gen, apoptosis, dan transportasi membran molekul endogendan eksogen. Glutation juga  memiliki beberapa kegunaan antara laindetoksikasi, antioksidan dan pemeliharaan status tiol danmodulasi proliferasi sel. Glutation dideskripsikan sebagai agenpertahanan tubuh terhadap racun xenobiotik, yang berupa obat-obatan,polutan dan karsinogen. Sebagai prototipe dari antioksidan, glutationberperan dalam proteksi sel akibat efek dari kelebihan zat oksidan, baiksecara langsung maupun sebagai kofaktor dari glutation peroksida.
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Aktivtitas enzim yang terlibat dalam metabolisme GSHdikendalikan pada tingkat transkripsi, translasi, dan pascatranslasi.Partisipasi GSH tidak hanya dalam pertahanan sistem antioksidan,tetapi juga di banyak proses metabolisme. Pengaturan aktivitas enzimyang mensintesis GSH sering diangap sebagai cara untuk mencegah danmemperbaiki penyakit. Beberapa sistem sinyal seluler diketahuiterlibat dengan aktivitas ini. Namun, kebanyakan pendekatan efisienyang digunakan adalah terkait dengan kemungkinan memanipulasibiosintesis GSH dan  detoksifikasi tahap II yang dilakukan oleh enzim.Dalam memanipulasi biosintesis GSH, maka perhatian difokuskan padaenzim sebagai kunci utama sintesis GSH , yaitu GCLC, dan dalamdetoksifikasi tahap II melibatkan peran enzim Glutation-S transferase(GSTs). Pengaturan enzim-enzim ini terutama di tingkat ekspresi danbeberapa mekanisme yang terlibat.
Enzim-enzim yang mensintesis glutation diekspresikan secara

genetik oleh urutan gen yang membentuk protein enzim, yaitu Glutamate

cystein ligase (GCL). Enzim glutamate cystein ligase terdiri atas sub unit

katalitik yang disandi oleh gen glutamate cystein ligase catalitic (GCLC)

dan sub unit modulator yang disandi oleh gen glutamate cystein ligase

modifier (GCLM). Aktivitas enzim glutamate cysteine ligase adalahpenentu utama sintesis GSH. Perubahan aktivitas GCL mempengaruhiregulasi di berbagai tahapan dan akan mempengaruhi ekspresi GCL subunit katalitik atau keduanya GCLC dan GCLM.Glutation (GSH) merupakan komponen kunci dalam regulasihomeostasis reduksi-oksidasi. Perubahan kadar GSH atau deregulasistatus redoks sangat berhubungan dengan kejadian penyakit antaralain TB paru, kardiovaskular, neurodegenerative, kanker, penuaan,AIDS, cystic fibrosis, gangguan hati, diabetes mellitus, dan penyakitkomplikasi yang terkait.
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Penurunan kadar glutation pada penderita TB paru didugamenyebabkan gangguan regulasi fungsi sel imun, dan menyebabkankegagalan menangkal Reactive oxygen species/ROS (Venketaraman et

al., 2005). Pasien TB paru dengan infeksi HIV mengalami penurunankadar  GSH secara signifikan dalam sel mononuklear darah perifer(PBMC) dan sel darah merah (RBC) (Venketaraman et al., 2006;Venketaraman et al., 2008).Beberapa hasil penelitian menunjukkan bahwa variasi(polimorfisme) gen pada enzim yang mensintesis glutationberpengaruh terhadap kadar glutation (Rahman, 2005; Njalson andNorgen, 2005). Variasi genetik pada gen GCLC dan GCLM berhubungandengan rendahnya kadar GSH in vitro dan mengarah pada kerentananterhadap penyakit tertentu (Yang et al., 2004; Koide et al., 2003;Custodio et al., 2004).Perbedaan ekspresi dan aktivitas enzim GCL kemungkinan karenapengaruh variasi dalam urutan asam-asam amino yang berhubungandengan timbulnya suatu penyakit seperti : infark miokard (Koide et al.,2003) cystic fibrosis (McKone et al., 2006) disfungsi endotel  (Nakamura
et al., 2002; Nakamura et al., 2003; Zuo et al., 2007),  HIV/AIDS (Wang
et al., 2012), kanker (Walsh et al., 2001), COPD (Hu et al., 2006; Liu et

al., 2007) diabetes (Bekris et al., 2007; Vieira et al., 2011) penyakitperlemakan hati (Oliviera et al., 2010; Hashemi et al., 2011), gangguanfungsi paru (Siedinski et al., 2008; Breton et al., 2010). Polimorfismemengakibatkan ekpresi dan aktivitas enzim GCL secara signifikanberkurang dan fenotip menunjukkan keparahan penyakit. R endahnyakadar GSH pada pasien TB paru berhubungan dengan adanya variasigen glutamate cysteine ligase (GCL) pada individu penderita (Yuniastutidan Dewi, 2012).



5

Penelitan terkait polimorfisme gen GCL pada pasien TB yangdilakukan oleh Yuniastuti dan Dewi (2012) menemukan bahwaterdapat polimorfisme gen GCL pada pasien TB paru di kota Semarangsebesar 30%. Pasien tuberkulosis dengan polimorfisme gen GCL didugalebih rentan terhadap adanya stres oksidatif, sehingga memperparahpenyakitnya. Bila seorang penderita tuberkulosis memiliki variasi gen
GCL diduga kadar glutationnya rendah.  Hal ini berbeda denganpenderita tuberkulosis dengan gen GCL normal, akibatnya kemampuanmenangkap radikal bebas juga berbeda. Bila kemampuan antioksidanrendah dan terjadi peningkatan radikal, maka timbul stress oksidatif.
1.1 Rumusan Masalah

Kajian molekuler glutation tidak terlepas dari kajian molekuler enzim

glutamate cystein ligase (gcl), yaitu enzim yang mensintesis glutation

diekspresikan secara genetik oleh urutan gen yang membentuk protein

enzim, yaitu Glutamate cystein ligase (GCL).

Polimorfisme gen enzim gcl, mengakibatkan ekspresi dan aktivitas

enzim Glutamate-cystein ligase (GCL) secara signifikan berkurang, yang

mana berpengaruh terhadap kadar glutation, dan berhubungan dengan

rendahnya kadar glutation serta kerentanan terhadap stres oksidatif serta

menunjukkan keparahan penyakit khususnya pada manusia.

Contoh kasus adalah pada hasil penelitian tentang Polimorfisme gen

gcl pada penderita tuberkulosis paru. Adanya polimrofisme pada gen gcl

mengakibatkan ekspresi dan aktivitas enzim gcl untuk memproduksi

glutation menjadi berkurang, sehingga kadar glutation pada penerita

tuberculosis paru (TB) menjadi rendah. Kadar glutation yang rendah disertai

tingginya radikal bebas yang berasal dari konsumsi obat antituberkulosis

menyebabkan pada pasien TB rentan mengalami stres oksidatif. Bila stres

oksidatif meningkat, maka penyakit TB yang diderita semakin parah.
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Bahkan diduga berpotensi terjadinya resistensi obat antituberkulosis (OAT)

dan penyakit kanker paru.

Oleh karena itu perlu mengkaji dasar molekuler glutation melalui

pemeriksaan polimorfisme gen gcl pada pasien TB. Pemeriksaan

polimorfisme gcl ini diharapkan dapat sebagai suatu penanda dini

(biomarker) untuk mengetahui apakah penderita TB memiliki kadar

glutation yang rendah atau tidak, mengingat bila kadar glutation rendah

maka kemampuan menscavenger radikal bebas juga rendah. Bila seorang

penderita TB mendapat terapi obat antituberkulosis yang mana obat

merupakan senyawa yang dapat menyebabkan timbulnya radikal bebas,

sedangkan kadar glutation rendah maka bukan kesembuhan yang diperoleh

melainkan keparahan penyakit TB bahkan kematian, meskipun penderita TB

sudah mengkonsumsi OAT dengan teratur.

Penanda dini (biomarker) adanya stres oksidatif pada pasien TB

yang mendapat terapi OAT belum pernah dilaporkan di Indonesia, maka

dari kajian dasar molekuler glutation ini nantinya diharapkan dapat

dikembangkan suatu biomarker yang merupakan respon dini tingkat

molekuler, reaksi awal sebelum terjadi keparahan penyakit. Hal ini penting

untuk membantu usaha penatalaksanaan penderita TB paru secara

menyeluruh yang juga meliputi penegakan diagnosis sedini mungkin

dimana pemberian terapi OAT yang sesuai secara dini akan dapat

menurunkan insidensi terjadinya komplikasi yang berat dan kematian serta

memungkinkan usaha kontrol penyebaran penyakit melalui identifikasi

karier.

Belum pernah dilakukan pemeriksaan secara molekuler

menggunakan serum darah dan dianalisis menggunakan metode PCR-RFLP

(Polymerase Chain Reaction- Restriction Fragment Length Polymorphism)

yaitu pemeriksaan polimorfisme gen gcl untuk melihat kerentanan penderita

TB terhadap stress oksidatif yang merupkan faktor risiko resistensi OAT.
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Berdasarkan hal tersebut, beberapa permasalahan yang perlu

dipecahkan dalam kajian dasar molekuler glutation adalah melalui analisis

polimorfisme gen gcl menggunakan metode PCR-RFLP pada kasus pasien

tuberculosis paru, adalah sebagai berikut :1. Bagaimana struktur dan biosintesis glutation secara molekuler?2. Bagaimana hasil identifikasi gen enzim penyusun glutation?3. Bagaimana peran glutation sebagai antioksidan ?

1.2 Tujuan

Penulisan buku ini dimaksudkan untuk mengkaji beberapa hal terkait,

antara lain :

1. Analisis struktru dan biosintesis glutation secara molekuler

2. Analisis hasil identifikasi gen enzim penyusun glutation

3. Analisis peran glutation sebagai antioksidan

1.3 Metode Pemecahan Masalah

Berdasarkan identifikasi masalah, maka metode pemecahan masalah

yang akan dilakukan adalah melalui kajian pustaka yang terkait degan peran

gen gcl sebagai marker penyakit. Selain itu penulisan ini memaparkan

tentang pengembangan teknik molekuler dari gen enzim penyususn

Glutation sebagai penanda biologi (biomarker) yang dapat digunakan untuk

deteksi adanya cekaman oksidatif akibat paparan obat anti tuberkulosis

(OAT) pada kejadian penyakit infeksi karena bakteri Mycobacterium

tuberculosis.  Pengembangan teknik molekuler yang dimaksud adalah

dengan mengidentifikasi polimofisme gen gcl yang berperan sebaga

penanda biologi terhadap kejadian cekaman oksidatif (stres oksidatif) pada

penderita tuberkulosis.

Oleh karena itu, tulisan ini  mengkaji secara teoritik dan hasil penelitian

terkait polimorfisme gen gcl pada beberapa penyakit dan khususnya

penyakit tuberkulosis.  Hal-hal yang akan dikaji meliputi : 1) Struktur dan



8

Biosintesis Glutation;  2). Analisis Kadar Glutation menggunakan metode

Enzyme like Immunoassay (ELISA); 3). Identifikasi Glutation secara

molekuler melalui isolasi dan karakterisasi DNA gen glutamate cystein

Ligase (gcl); 4) Identifikasi gen gcl pada pasien Tuberkulosis menggunakan

PCR-RFLP; 5) Analisis Polimorfisme gen gcl dan 6) Peran glutation

sebagai antioksidan

Penulisan ini diharapkan dapat menambah / melengkapi informasi

tentang pemeriksaan laboratorium pada pasien TB khususnya, sebagai

metode deteksi cekaman oksidatif yang cepat, tepat, mudah dilakukan

dengan sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi. Biomarker gen gcl sebagai

alat deteksi sebelum terjadinya keparahan penyakit akibat cekaman oksidatif

merupakan sumbangan bioteknologi bagi pemerintah dalam menentukan

kebijakan penatalaksanaan pengobatan penyakit infeksi. Informasi ini

diharapkan nantinya dapat digunakan oleh pihak-pihak terkait utamanya

Balai Kesehatan Paru Masyarakat (BKPM) dan Rumah Sakit Paru

khususnya dalam deteksi dini cekaman oksidatif pada pasien TB untuk

mencegah meningkatnya keparahan penyakit TB dan resistensi TB terhadap

obat anti tuberklosis, sehingga mengurangi kejadian TB-MDR. Selain itu

juga dapat digunakan sebagai deteksi penyakit-penyakit degeneratif, seperti

aterosklerosis penyebab kejadian penyakit jantung koroner, diabetes

mellitus yang menimbulkan keparahan penyakit komplikasi, penyebab

kanker serta penyakit infeksi, seperti hepatitis B, flu burung yang berpotensi

menimbulkan cekaman oksidatif.
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BAB II

STRUKTUR DAN BIOSINTESIS GLUTATION

2.1. Struktur dan Distribusi Biologi GlutationGlutation adalah sebuah tripeptida γ-L-glutamyl-L-cysteinyl-

glycine, yang ditemukan pada semua jaringan mamalia dan terdapatpada konsentrasi tinggi khususnya pada hati. Ikatan peptidamenghubungkan glutamat dari gugus γ - karboksil glutamate dan sisteinmembentuk GSH (gambar 2.1). Sintesis tersebut dikatalisa oleh enzim
γ-lutamyltranspeptidase ( GGT ) yang mana hanya berada di permukaaneksternal jenis sel tertentu. Sebagai konsekuensinya, GSH tahanterhadap degradasi intraseluler dan hanya dimetabolis ekstraseluleroleh organ yang mengandung GGT. Ikatan antara glutamat dari gugus γ-karboksil dengan gugus amino sistein oleh ikatan peptida didugamenyebabkan stabilitas molekul GSH,  karena memungkinkan adanyadegradasi molekul melalui asam amino c spesifik (gambar 2.2).

Gambar 2.1. Struktur GlutationIkatan disulfida glutation di dalam sitoplasma akan dihidrolisis diposisi sistein sebagai donor elektronnya, sehingga glutationkekurangan gugus thiolnya. Selanjutnya, glutation diubah menjadibentuk teroksidasi, yaitu glutathione disulfida (GSSG), disebut juga L-()-glutathione. Setelah teroksidasi, glutation dihidrolisis kembali oleh
glutation reduktase, menggunakan NADPH sebagai donor elektron.
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Rasio glutation tereduksi (GSH) dengan glutation teroksidasi (GSSSG)merupakan indikator sensitif untuk stres oksidasi dalam sel dan seringdigunakan sebagai ukuran toksisitas seluler. Adapun struktur kimiaglutation adalah  C10H17N3O6S.

Gambar 2.2. Struktur Glutation dengan ikatan gamma-karboksil
Glutation (GSH) dengan enzim glutathione peroksidase (GPx)dapat mengkatalisis proses reduksi hidroperoksida lemak menjadialkohol dan hidrogen peroksida menjadi air. Pada saat mengkatalisisproses tersebut ikatan disulfida dari GSH akan berikatan membentuk

Glutathione teroksidasi (GSSG), dan enzim glutathione reduktase dapatmendaur ulang GSSG menjadi GSH kembali dengan cara mengoksidasiNADPH. Ketika sel terpapar oleh stres oksidasi maka akan terjadipenumpukan GSSG dan rasio GSH/GSSG akan menurun.Dalam organisme  seperti Halobacteria, glutation dapat digantidengan senyawa  lain seperti belerang thiosulfate. Contoh yang lainnyaseperti trypanothione (N1, N8-bis (glutationyl)spermidine), yaitu bahancampuran serupa dengan fungsi redoks glutation pada beberapaprotozoa parasit. Didalam tumbuhan, konsentrasi glutationterakumulasi dalam  milimolar di dalam sel, dengan kandungan sisteinbebas yaitu 10 sampai 50 kali lipat.Dalam beberapa tanaman, bentuk glutation ditemukan sepertihalnya GSH pada mamalia. Pada glisin senyawa ini mengandung asam
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amino C-terminal lain seperti serin, β-alanin, atau Glutamate. Dalamkacang-kacangan homoglutathione (γ-Glu-Cys-β-Ala) dapat ditemukanbersama GSH, dua homolognya disintesis oleh enzim yang berbeda dandikodekan oleh gen yang berbeda. Sedangkan Jalur pembentukan
hydroxymethyl GSH (γ-Glu-Cys-Ser) yang ditemukan dalam sereal sepertigandum belum begitu jelas mekanismenya. Hydroxymethyl GSH dapatdihasilkan dari modifikasi GSH yang dikatalisis oleh enzimtranspeptidase seperti Karboksipeptidase. Sulfida dari bentukhomoglutathione dan γ-Glu-Cys-Ser direduksi oleh glutation reduktase.
2.2 Biosintesis GlutationGSH disintesis dalam sitosol di hampir semua sel. Sintesis GSHdari asam amino penyusunnya melibatkan dua ATP yangmembutuhkan langkah-langkah enzimatik :1. L - glutamat + L - sistein + ATP → γ - glutamil - L - sistein + ADP + Pi2. γ - glutamil - L - sistein + L - glisin + ATP → GSH + ADP + PiTahap awal sintesis GSH dimulai dari ikatan antara sistein denganglutamate yang menghasilkan γ-glutamylcysteine. Reaksi ini dikatalisaoleh enzim glutamate cysteine ligase (GCL), juga dikenal sebagai γ-

glutamylcysteine synthetase. yang mutlak memerlukan keberadaanMg2+ atau Mn2+. GCL terdiri dari sub unit berat atau katalitik (GCLC,Mr ~ 73.000) dan modulator (GCLM, Mr~ 30.000), yang dikode olehgen yang berbeda pada spesies yang berbeda, contohnya perbedaan genGCL manusia dan lalat buah. Enzim GCL ini memerlukan ATP untukhidrolisis dengan membentuk suatu ikatan amida antara guguskarboksil dari glutamat dan gugus amino dari sistein. Langkahberikutnya melibatkan enzim glutation sintetase, yang bertanggungjawab untuk menambahkan glisin pada dipeptida untuk memproduksiGSH (γ-glutamylcysteinylglycine) dan juga membutuhkan ATP untuk
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hidrolisis (gambar 2.3). Adenosin trifosfat(ATP) adalah kosubstratuntuk kedua enzim tersebut.

Gambar 2.3. Sintesis Glutation secara in vivo oleh enzimKeterangan gambar : X merupakan akseptor dari bagian g-glutamilditransfer oleh GGT dari glutathione, Y substrat glutathione-S-transferase(s). (1) ɣ-Glutasintetase mylcysteine; (2) glutation sintetase;(3) glutation peroksidase (s); (4) glutation reduktase; (5) glutathione-S-transferase (s); (6) ɣ-Glutatranspeptidase myl; (7) ectopeptidase (s).Mekanisme keluarnya GSH dari sel secara fisiologis pentingkarena  pasokan GSH hepatosit ditemukan pula dalam plasma, yangdigunakan sebagai sumber sistein untuk sintesis GSH pada sel lain.Proses ini membutuhkan dua enzim yang umum ditemukan padapermukaan sel. Enzim γ - glutamil transpeptidase berfungsi mentransferglutamat untuk asam amino lainnya dan melepaskan ikatan sistein-glisin, yang pada gilirannya dapat dipecah oleh dipeptidase untukmenghasilkan sistein dan glisin. Sistein dan glisin serta asam amino γ-glutamil yang pindah ke sel lain oleh transporter asam amino tertentuakan digunakan untuk biosintesis GSH .Meskipun GSH disintesis di setiap sel tubuh, tapi secara kuantitatiforgan hati adalah tempat sintesis utama. Sebuah penelitian telahdilakukan untuk mengetahui konsentrasi GSH hati, menunjukkan
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bahwa GSH disintesis intraseluler dari asam amino prekursor nya olehadenosine 5’-triphosphate (ATP) - yang membutuhkan enzim γ-

glutamylcysteine sintetase (γGCS) dan GSH sintetase. Dalam sel >98%dalam bentuk tiol–reduksi (GSH), tetapi beberapa juga keberadaanyadalam tiol-teroksidasi (GSSG), thioeter, merkaptida atau bentuk thioesterlainnya (GSH konjugat). Glutation intraseluler dipertahankan dalambentuk pengurangan H oleh NADPH dan membutuhkan enzim glutationreduktase.Setelah disintesis dalam sitosol, GSH dikirim ke kompartemenintraseluler lainnya, termasuk mitokondria dan retikulum endoplasma,serta ruang ekstraselular (plasma darah dan empedu) untukdimanfaatkan oleh sel dan jaringan lain. Salah satu contohnya adalahkira-kira setengah dari GSH yang dihasilkan oleh hepatosit tikusdiangkut melintasi membran canalicular ke empedu, dengankonsentrasi GSH bilier mencapai 8 - 10 mM. Sisa dari GSH dilepaskanmelintasi membran sinusoidal ke plasma darah untuk pengiriman kejaringan lain. Konsentrasi plasma GSH relatif rendah (sekitar ~0,01mM), karena katabolisme cepat dari tripeptide dalam sirkulasi.Konsentrasi GSH dalam sel hati (~10 mM ) merupakan hasil darikeseimbangan dinamis antara sintesis dan efflux nya ke dalam plasmadan empedu.Bila tidak ada stres oksidasi atau bahan kimia elektrofilik, hampirsemua glutation yang dikeluarkan oleh sel hati ke plasma darah danempedu dalam bentuk tereduksi, yaitu GSH . Di sisi lain, ketika GSSGdengan berat molekul yang relatif tinggi atau hidrofobik glutathione S-

konjugasi terbentuk dalam hepatosit, maka akan diekskresikanmelintasi membran canalicular ke empedu.
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2.3. Degradasi GSHBerbeda dengan sintesis GSH yang terjadi intraseluler, penurunankonsentrasi GSH terjadi secara khusus di ruang ekstraselular, danhanya dalam sel yang mengekspresikan enzim γ-glutamyl

transpeptidase (juga disebut γ-glutamil transferase, atau γ-GT). Enzim γ

-glutamil transpeptidase, yang berlimpah pada permukaan apikal epiteltransportasi, termasuk canalicular hati dan membran ductular empedu,merupakan satu-satunya enzim yang dapat memulai katabolisme GSH,glutation S-konjugasi, dan glutathione- kompleks dalam kondisifisiologis. Dalam empedu, GSH, GSSG, dan GS konjugat terdegradasi olehectoenzymes katabolik γ-glutamil transpeptidase dan dipeptidase.Beberapa produk metabolisme yang dihasilkan diserap dari empedukembali ke dalam sel hati pada membrane canalicular transportprotein.
Gamma glutamil transpeptidase adalah enzim yang terikat padamembran plasma dengan situs aktif pada permukaan ekstraselulermembran, ekspor GSH melalaui pembuluh darah ke dalam ruangekstraselular awal , dan kemmungkinan tahapannya telah diatur dalamsemua sel mamalia. γ -glutamil transpeptidase menghilangkan gugusglutamil dari GSH dan GSH yang mengandung senyawa S, untukmemberikan sistein-glisin atau sistein-glisin_S-konjugasi. Senyawa inimerupakan substrat untuk dipeptidase, yang menghidrolisis ikatanpeptida antara sistein dan glisin. Dipeptidase merupakan suatuektoprotein, sehingga reaksi ini juga terjadi di ruang ekstraselular(gambar 2.4)
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Gambar 2.4 Siklus GSH pada sel hati (hepatosit)
2.4Regulasi dan Manipulasi Sintesis GlutationProduksi glutation diregulasi melalui beberapa level, denganmelalui aktivitas γ-ECS dan keterbatasan konsentrasi sistein. Hal iniditunjukkan dengan adanya overekspresi oleh dua enzim pada sintesisglutation dan enzim yang terlibat pada sintesis sistein. Walaupun faktorini dianggap sebagai kontrol utama, regulasi ini tetap mungkin dapatterjadi pada level yang lain, tergantung adanya ketersediaan glisin danATP.Meskipun perubahan secara keseluruhan dari jalur sintesisglutation ini relatif rendah dibandingkan metabolisme primer, namunkeberagaman kontrol pada jalur ini akan memberi kesan bahwa jalurini mengalami regulasi tinggi dan peka terhadap lingkungan redoks sel.Kerumitan ini juga dapat dimaksudkan untuk kondisi fungsi fisiologisyang berbeda pada sintesis glutation yang dimodifikasi.Dalam beberapa kasus seperti adanya paparan logam berat, GSHsangat diperlukan sebagai antioksidan dan sintesisnya akan dipercepat.Hal ini kemungkinan akan diikuti dengan tidak adanya perubahan padakonsentrasi glutation atau konsentrasi glutation akan mengalamipenurunan. Dalam kondisi stres yang berbeda karena adanyakomponen oksidatif yang kuat, maka peningkatan sintesis akan terjadi
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dengan terakumulasinya glutation, respon ini agak ditingkatkan dengantujuan untuk mengimbangi perubahan dalam potensial redoks yangdisebabkan oleh adanya peningkatan GSSG.Meskipun banyak yang berperan dalam mengontrol sintesisglutation, sel tumbuhan dapat menampung peningkatan glutationsecara keseluruhan.  Studi menggunakan enzim γ-ECS dari bakteri E.

coli yang diberikan pada kloroplas tembakau, menunjukkanpeningkatan glutation pada daun hingga 4 kali lipat. Hal tersebut dapatdihasilkan lebih tinggi lagi apabila dilakukan penggabungan antara γ-ECS dan GSH-S. Pengaruh γ-ECS yang berlebih dalam tembakaumenyebabkan pembentukan lesi dan akumulasi GSSG tinggi. Baru-baruini, pengaruh enzim γ-ECS/GSH-S yang dihasilkan dari bakteri
Streptococcus thermophilus dan diberika pada tembakau telahmenunjukkan bahwa kadar glutathione dapat ditingkatkan hingga 20kali lipat tanpa efek pada pertumbuhan dan perkembangan tanaman.Hal ini menunjukkan bahwa tanaman memiliki sistem regulasi yangdapat menetralisir adanya tenan biotic dan lainnya.Peningkatan glutation pada tanaman akibat pemberian enzim γ-ECS dikaitkan dengan resistensi untuk logam berat dan herbisidatertentu. Pemberian enzim γ-ECS dalam kloroplas tidak hanyameningkat glutation tetapi juga meningkatkan  beberapa asam aminobebas lain  seperti leusin, isoleusin, tirosin, dan lisin. Namun penyebabyang mendasari efek ini tetap belum jelas, meskipun menarik untukdicatat bahwa beberapa enzim yang terlibat dalam sintesis ataumetabolisme asam amino berhubungan dengan target potensial TRXmelalui reaksi redoks proteomik.
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2.5 Homeostasis GlutationKonsentrasi GSH Intraselular pada umumnya berkisar antara 0,5sampai 10 mM, sedangkan ekstraseluler pada hewan ada satu sampaitiga yang ukurannya lebih kecil. GSH biasanya paling banyak ditemukanpada sel hewan dan tumbuhan dengan massa molekul thiol yang kecil.Sebagian besar mikroorganisme juga memproses GSH pada konsentrasitinggi, tetapi ada juga beberapa spesies dan mutan yang hidup justrukekurangan GSH.Homeostasis glutation melibatkan mekanisme intra danekstraseluler. Glutation disintesis dalam dua jalur yaitu De Novo danjalur sintesis salvage. Sintesis De Novo membutuhkan  tiga asam aminodan energy dalam bentuk ATP. Glutamat mungkin ada dalam bagiandari perubahan satu asam amino y-glutamil menjadi 5-oxoprolin, yangkemudian diubah menjadi glutamate. Dua molekul ATP digunakanuntuk biosintesis satu molekul GSH. Sintesis salvage melibatkan salahsatu pereduksi ; GSSG atau prekursornya yang dibentuk dari hidrolisisGSH atau konjugasinya oleh y-L-glutamyl transpeptidase padapermukaan luar membrane plasma yang ditransport kembali kedalamsel sebagai asam amino atau dipeptida. Selanjutnya untuk detoksifikasipada spesies reaktif dan elektrofi lseperti metilglioksal, GSH melibatkanproses glutationisasi protein dan beberapa proses lainnya, sepertibiosintesis leukotrienes dan prostaglandins, dan reduksi ribonukleat.Tingkat keseimbangan GSH seluler dilengkapi olehkeseimbangan antara produksi dan konsumsi, baik oleh tekanan darisel yang berupa pengurangan, oksidasi, atau pembentukan ikatan.Persediaan ATP untuk sintesis GSH dapat menjadi faktor pembatasuntuk metabolisme GSH. Aktivitas Enzim dihambat oleh GSH yangterbentuk, sehingga produk yang dihasilkan, mengindikasikan bahwabiosintesis diatur melalui mekanisme kontrol feedback negatif.



18

2.6 Kontrol gen terhadap sintesis GSHBiosintesis glutation, glutation peroksidase, glutation S-

transferase dan pompa efflux glutation S-konjugasi berfungsi untukmemfasilitasi respon yang terkoordinasi terhadap tekanan oksidatif.pengaturan respon ini difasilitasi oleh antioxidant responsive elements(ARE) yang terletak pada promotor dari banyak gen yang disebabkanoleh tekanan oksidatif dan kimia.Penelitian mengenai mekanisme kekurangan glutation padaparu-paru anak-anak penderita ashma menunjukkan bahwa disregulasipertahanan antioksidan glutation terjadi karena disfungsi faktortranskripsi yang menstimulasi ekspresi gen dari enzim yangberhubungan dengan pertahanan terhadap antioksidan dan produksiglutation dalam sel. Faktor transkripsi yang berupa nuclear factor

(erytiroid-derived) (Nrf2) merupakan faktor transkripsi dengan dasarleusin motif zipper yang berperan pada pengaturan kunci regulasiredox. Nuclear factor (erytiroid-derived) (Nrf2) diekspresikan olehsebagian besar tipe sel, yang terjadi di sitosol oleh protein inhibitor,
Kelch-like ECH-associated protein(Keap 1). Adanya peningkatan tekananoksidatif, Nrf2 dilepaskan dan ditranslokasikan ke nukleus, dimana
Keap1 mengikat dan mengaktivasi ARE dan meregulasi beberapa genyang terkait dengan sintesis glutation dan pertahanan terhadapantioksidan (gambar 2.5)
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Gambar 2.5 Regulasi sintesis Glutation
Tekanan oksidatif yang berlebih menyebabkan terjadinyamodifikasi posttranslasional Nrf2. Tanpa fungsi Nrf2, gen yangmembentuk GCL dan GS tidak terekspresi sehingga GSH tidakterbentuk. Efek merusak dari modifikasi Nrf2 pada paru-paru, sebagaicontoh, dapat meningkatkan kerentanan jaringan yang terpengaruhtekanan oksidatif dari oksigen pada lingkungan, seperti halnyakerjasama antara fungsi sel epiteleal dan fagosit, seperti leukositgranulosit dan monosit/makrofag. Pentingnya fungsi Nrf2 ditunjukkanpada model hewan dimana peningkatan regulasi Nrf2 akan melindungiterhadap dietary carcinogen diethylnitrosamine (DENA) yangmenyebabkan karsinogenesis hati.Gen untuk pembentukan enzim pada sintesis GSH di turunkanoleh gen glutamate cystein ligase catalytic (GCLC), gen glutamate cystein

ligase modulator (GCLM), gen glutathione cysteine sinthetase (GSS), dangen gamma glutamate trasferase-1 (GGT1). Penurunan regulasi dari genGCLC dalam sintesis GSH yang berhubungan dengan peningkatanformasi dari sitokin inflamasi yang disebut transforming growth faktor-β (TGF-β). Penurunan kadar GSH akan merangsang produksi TGF-β danketika GSH berada konsentrasi normal, produksi TGF-β akan menurun.
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Tingkat dan bentuk molekul glutation adalah kunci penentu darirespon seluler terhadap stres oksidatif dan interaksi denganglutathione S-transferase (GST) yang akan mempengaruhi tingkatglutation. Fungsi GSTs dengan konjugasi GSH berkurang dan katalisserangan terhadap senyawa asing atau produk stres oksidatif ,umumnya membentuk bahan yang kurang reaktif yang dapat segeradiekskresikan. Ada tiga jenis GSTs pada mamalia : sitosol , mitokondriadan protein terkait membran. GSTs sitosolik mewakili keluargaterbesar dan dibagi menjadi tujuh kelas berdasarkan urutan asamamino mereka (mu, pi, theta, alpha, sigma, omega dan zeta).
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BAB III

POLIMORFISME GEN ENZIM Glutamate Cysteine Ligase

3.1 Gen enzim Glutamate Cysteine Ligase (GCL)

Glutation (γ-glutamil sisteinil glisin) merupakan tripeptida yang terdiri

dari glutamat, sistein dan glisin. Sintesis glutation melalui 2 tahap yang

masing-masing dikatalisa oleh enzim yang berbeda. Tahap I pembentukan

dipeptida γ-glutamylcystein dari glutamat dan sistein dikatalisa oleh enzim

glutamate-cystein ligase (GCL) Tahap II sintesis glutation dari γ-

glutamylcystein dan glisin dikatalisa oleh enzim glutathione syntethase

(GSS) (Biolo et al., 2007). Glutation dalam tubuh ada dua bentuk yaitu

glutation tereduksi atau biasa dikenal sebagai glutation (GSH) dan

teroksidasi (GSSG) merupakan hasil produk aktivitas GSH dalam

menangkap radikal bebas (Zhang et al., 2005; Hanigan, 1998; Heisterkamp

et al., 2008).

Dalam organisme tingkat rendah kebanyakan enzim glutamate cysteine

ligase (GCL) adalah polipeptida tunggal. Sedangkan pada eukariotik

kebanyakan enzim GCL merupakan kompleks heterodimer yang terdiri dari

produk dua gen yang berbeda, yaitu terdiri atas subunit katalitik yang disandi oleh

dua subunit gen yang berbeda dan pada kromosom yang berbeda pula, yaitu gen

gclc dan sub unit modifier yang disandi oleh gen gclm. Glutamate cysteine liagse

(GCL) merupakan kompleks enzim yang berperan dalam mengkatalisis langkah

pertama dalam sintesis glutathione (GSH) de novo. Glutamate cysteine

ligase subunit katalitik (GCLC) berperan dalam sintesis gamma-

glutamylcysteine, dan terdapat interaksi antara GCLC dengan GCLM

dimana GCLM berperan meningkatkan katalitik, yaitu dengan menurunkan

afinitas konstanta nilai Kim (18,3-1,2 mM) menggunakan glutamate sebagai

substrat dan memodulasi inhibisi umpan balik negatif dalam proses

pembentukan glutathione (1,8-8,2 mM). Dengan kata lain, bahwa dalam
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kondisi fisiologis, GCLC tidak akan berfungsi dengan baik tanpa ada

interaksi dengan GCLM

Glutamate cysteine ligase subunit katalitik (GCLC) memiliki berat

molekul lebih besar dibanding subunit modifier/modulasi (mengandung 637 asam

amino, sekitar 73 kDa) dan memiliki situs aktif dimana bertanggung jawab

terhadap ATP-dependent yang membentuk ikatan gugus amino sistein dan

gugus γ-karboksil dari glutamat. Glutamate cysteine ligase subunit katalitik

disandi oleh gen gclc. Gen gclc manusia terletak pada kromosom 1p12.2, terdiri

dari 7 ekson membentang lebih dari 22kb.

Glutamate cysteine ligase subunit modifier (GCLM) disandi oleh gen

gclm, memiliki ukuran lebih kecil dibanding gen gclc (274 asam amino,

sekitar 31 kDa), tidak memiliki sifat katalitik dan berinteraksi langsung dengan

enzim GCL karena berperan untuk meningkatkan efisiensi katalitik enzim

GCLC. Interaksi dengan GCLC memiliki efek dalam meningkatkan efisiensi

holoenzyme dalam kondisi fisiologis. Gen gclm manusia terletak pada

kromosom 1p21.3, terdiri dari 7 ekson membentang lebih dari 22kb.

Gambar 3.2. Kromosom gen GCLM

Gen GCLCdan GLM manusia telah diklon dan ditugaskan untuk

kromosom 6 dan kromosom 1 masing-masing. Baru-baru ini, gen tikus

Gambar 3.1. Kromosom gen GCLC
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orthologue untuk Gclm dan Gclc juga telah dikloning dan terletak pada

kromosom 9D-E dan kromosom 3H1-3 masing-masing.

3.2 Polimorfisme Gen

Manusia menunjukkan hal yang istimewa berupa variasi genetik.

Variasi ini ditunjukkan dari variasi tekanan darah, tinggi badan, warna kulit

dan spektrum variasi genetik penyakit. Semua variasi genetik yang alamiah

dari proses ini dikenal sebagai mutasi  yang didefinisikan perubahan dari

sequenzing DNA. Perbedaan sekuensing menentukan alel, dan lokasi gen

pada kromosom disebut lokus. Bila individu mempunyai allel yang sama

pada pasangan kromosom individu tersebut disebut homosigot dan bila

allelnya berbeda pada sequenzing DNA maka individu tersebut disebut

heterosigot.

Alel ditemukan berada pada lokus dan mempengaruhi genotip dari

lokus tersebut. Beberapa lokus kemungkinan keberadaannya secara

individual, dan bila lokus mempunyai dua atau lebih allel yang

keberadaannya secara berulang lebih dari 1% populasi maka lokus itu

disebut polimorfik, dan lokus yang polimorfik sering disebut polimorfisme

(Jorde dkk., 2006).

Keanekaragaman urutan basa (polimorfisme) pada DNA bukan

pengkode adalah sangat sering terdapat pada seluruh genom. Apabila

polimorfisme tadi mengenai sisi pemutus enzim restriksi, maka akan

diperoleh fragmen DNA dengan ukuran yang berbeda-beda setelah digesti

DNA oleh endonuklease restriksi. Alel yang berbeda-beda yang dihasilkan

disebut polimorfisme panjang fragmen restriksi (restriktion fragment length

polymorphism) (RLFP).

Polimorfisme gen DNA dikatagorikan menjadi 4 klas berbeda yaitu:

single nucleotide polymorphism, mikrosatelit, minisalelit, Indel.
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Single nucleotide polymorphism (SNPs),

Single nucleotide polymorphism atau SNPs merupakan perubahan

genetik atau variasi yang kecil dan dapat ditemukan pada sequenzing DNA

manusia, mempunyai kode genetik yang spesifik dengan 4 nukleotida, yaitu:

A (adenine), C (cytosine), T (thymine), dan G (guanine). Variasi SNPs

ditemukan apabila satu nukleotida seperti A diganti  dengan salah satu dari

tiga nukleotida (C atau G atau T). Sebagai contoh SNPs adalah segmen

DNA, AAGGTTA menjadi ATGGTTA, dan kejadian SNPs pada populasi

manusia lebih dari 1% dan hanya 3-5% dari code sequenzing DNA manusia

menghasilkan protein, sebagian besar SNPs berada di luar code sequenzing,

SNPs yang berada pada code sequenzing menjadi perhatian khusus peneliti

karena dia mempengaruhi fungsi protein. Walaupun kebanyakan SNPs tidak

berpengaruh pada perubahan fisik. SNPs sebagai faktor predisposisi

penyakit dan respon penyakit terhadap obat apat dideteksi.

DNA polimorfisme khususnya SNPs dapat digunakan untuk membantu

dalam memahami dan menjelaskan mengapa individu berbeda

kemampuannya dalam menerima suatu obat, demikian juga menjelaskan

mengapa individu mempunyai pengalaman efek samping yang berbeda pada

obat. Selanjutnya SNPs tidak hanya digunakan untuk proses deteksi obat

tetapi untuk pencegahan dan pengobatan yang praktis. Para peneliti

menemukan kebanyakan SNPs tidak berhubungan dengan penyakit tertentu.

SNPs merupakan marker biologi untuk terjadinya penyakit pada genom

manusia tertentu, sebab SNPs biasanya terletak dekat dengan gen yang

menyebabkan penyakit, ada kalanya SNPs secara aktual menyebabkan

penyakit, dan selanjutnya dapat digunakan serta diteliti sebagai penyakit

yang disebabkan oleh gen (SNPs NCBI, 2007).

Single nucleotide polymorphism bersifat sederhana, prevalensinya

banyak dan umumnya merupakan bagian dari polimorfisme DNA yang

tumbuh dari substitusi pasang basa tunggal. Perubahan pasang basa, yang

dapat dirangsang oleh mutan kimia atau kerusakan replikasi DNA,
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berhubungan dengan SNPs dan jumlahnya sangat banyak dari total variasi.

Kebanyakan SNPs hanya mempunyai 2 allel dan rasio kedua allel pada

populasi berkisar antara 1: 100 sampai 50 : 50.

Single nucleotide polymorphism dapat diidentifikasi dengan melakukan

skuensing pada regio yang sama dari genom pada beberapa individu.

Walaupun SNPs sudah mempunyai kode skuensing, namun SNPs masih

berhubungan dengan gen yang berhubungan langsung dengan fenotip, dan

sebagian besar SNPs ditemukan locusnya anonim. Ditemukan lokus

anonimus artinya tidak berhubungan secara langsung dengan fenotip.

Beberapa kelainan  pada gen yang lain berhubungan dengan perubahan

fenotip secara signifikan yang  merupakan marker DNA. Lokus DNA yang

spesifik dengan variasi yang teridentifikasi pada penelitian medis dapat

digunakan sebagai marker untuk identifikasi dan follow up perbedaan

fenotip pada kelompok masyarakat (Hartwell et al., 2008).

Single nucleotide polymorphism bisa digunakan sebagai marker untuk

mengenal adanya mutasi alel pada gen yang tidak sempurna atau cacat pada

individu dengan kelainan genetik dan sebagian diantaranya diwariskan pada

keluarga yang lain sebagai karier. Dengan analisis DNA individu yang palsu

dan yang ada hubungannya dengan keluarga bisa dipisahkan mana alel yang

normal dan mana yang mutasi (Hickey et al., 2007).

Dilesi, duplikasi dan insersi pada lokus yang tidak diulang ( Indel)

Perubahan DNA pada katagori yang luas menghasilkan kejadian mutasi

yang luas atau tidak berulangnya lokus DNA oleh delesi, duplikasi atau

insersi satu atau lebih base-pair. Mutasi ini umumnya disebut indels,

besarnya berkisar antara satu atau lebih base-pair sampai multipel

megabase-pair. Dilesi yang kecil dan duplikasi dari sebagian kecil base-pair

sampai kilo base-pair yang sangat panjang sering meningkat dari

ketidaksamaan penyilangan antara tempat non homolog selama rekombinasi

miotik. Bahan dilesi yang hilang dari satu homolog akan ditambahkan

dengan duplikasi yang lainnya. Insersi yang kecil besarnya berkisar dari
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ratusan sampai ribuan base-pair dapat juga disebabkan oleh pemindahan

elemen yang terintegrasi secara random ke dalam genom.

Single nucleotide polymorphism, mikrosatelit, minisatelit dan indels

yang tidak berulang pada penyiapan lokus merupakan dasar mendeteksi

perbedaan genotif diantara individu. Satu perbandingan sekuensing DNA

atau penelitian analitik mempunyai identifikasi DNA yang bervariasi atau

kumpulan dari variasi. Ini merupakan tehnik pertama untuk mendeteksi

langsung polimorfisme DNA (Hartwell et al.,  2008).

Single nucleotide polymorphism dari polimorfisme DNA ditegaskan

oleh beberapa bagian dari sequenzing DNA, yang menghasilkan semua cara

deteksi didasarkan pada kemampuan mendeteksi variasi nukleotida. Dapat

dikatagorikan tiga katagori DNA Polimorfisme yaitu mikrosatelit,

minisatelit dan delesi / duplikasi/ insersi semuanya merupakan variasi secara

atual ukuran dari lokus.

Alel yang besarnya berbeda dari satu alel lainnya dapat secara

langsung dan dengan mudah dikenal dengan elektroporesis gel. Apabila

perbedaan besarnya antara allel lebih kecil dari 1 kb, penentuan genotip

dapat dengan mudah dan  cepat dapat diikuti. Pengerjaannya mulai dengan

menggunakan sepasang  primer tambahan untuk sequenzing pada salah satu

pinggiran dari polimorfisme sebenarnya diperjelas dengan PCR pada lokus

dari DNA secara individual. Kemudian produksi PCR dilakukan

ekektroporesis gel untuk memisahkan fragmen DNA menurut besarnya.

Setelah deberikan ethidium bromide allel menunjukan gerombolan yang

spesifik. Semua kemungkinan genotip yang homozygote dan heterozygote

dapat dikenal dengan jalan ini. Peneliti tunggal dapat menggunakan

protokol ini untuk ratusan genotip dari sampel pada satu hari, tanpa

peralatan khusus. Protokol ini juga dapat dipertanggungjawabkan

menggunakan fluresensi primer tagged dan elektroporesis pada peralatan

yang sama yang digunakan untuk sekuensing DNA secara otomatis.

Sekarang fokus perhatian pada katagori khusus dari mikrosatelit dan
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minisatelit yang mana keduanya ditentukan sebagai polmorfisme yang

berbeda pada jumlah dan pengulangan elemen (Hartwell  dkk., 2008).

Polimorfisme genetik adalah salah satu faktor penting yang

mempengaruhi  perbedaan etnik dalam respon terhadap suatu obat.

Polimorfisme genetik ditafsirkan sebagai keadaan yang mana lebih dari satu

alel bersaing pada satu  lokus gen, biasanya akibat satu atau lebih proses

mutasi yang terjadi pada alel. Alel yang mengalami mutasi tadi, secara

dominan, ko-dominan atau resesif, mengkode satu protein yang tidak

memiliki aktivitas atau mempunyaiperubahan aktivitas. Keadaan ini

menyebabkan ada sekurang-kurangnya dua fenotip dalam suatu populasi

yang mana fenotip yang paling kecil berlaku pada frekuensi sekurang-

kurangnya 1% dalam suatu populasi.

Variasi antar individu dalam hal respon terhadap obat dan terjadinya

efek obat yang tidak diinginkan (adverse drug reactions, ADRs) merupakan

masalah kesehatan yang besar. Adanya ADR ini merupakan penyebab

terbesar ketidak-patuhan pasien terhadap pengobatan maupun kegagalan

pengobatan, terutama pada penyakit-penyakit kronis. Salah satu faktor yang

berkontribusi terhadap fenomena ini adalah faktor genetik. Karena itu,

kemampuan untuk memahami kemungkinan penyebab variasi respon ini

melalui studi farmakogenetik/genomik sangat perlu sebagai prediktor untuk

meningkatkan respon terhadap obat, mencegah terjadinya ADR, yang pada

gilirannya akan dapat mengurangi biaya kesehatan dan beban sosial akibat

adanya ADR atau ketidakefektifan pengobatan. Di sisi lain, dibidang

farmasi, informasi ini sangat penting untuk mengetahui obat-obat mana

yang paling sesuai dikembangkan untuk profil farmakogenetik orang

Indonesia.

Fakta awal bahwa faktor genetik memainkan peran dalam variasi

respon terhadap obat didasarkan pada adanya perbedaan fenotip enzim

pemetabolisme obat pada individu yang mengalami adverse drug reaction.

Berkurangnya aktivitas enzim pemetabolisme fase II di hati ternyata
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berkorelasi signifikan dengan terjadinya toksisitas saraf obat TBC isoniazid

pada beberapa orang yang mengalaminya. Fakta lebih baru menunjukkan

bahwa berkurangnya aktivitas enzim pemetabolisme fase II tersebut

disebabkan karena adanya polimorfisme pada enzim N-acetyl transferase 2

(NAT2). Contoh lain adalah penyakit Lupus yang disebabkan karena

prokainamid, yang ternyata dijumpai pada individu yang mengalami mutasi

pada enzim sitokrom 450 subtipe CYP2D6. Contoh ini membuka tantangan

di bidang farmakologi yang disebut farmakogenetik, yang berfokus pada

pencarian faktor genetik yang bertanggung-jawab terhadap variabilitas

respon individu terhadap obat.

Polimorfisme pada gen yang mengkode protein yang terlibat dalam

proses abosrpsi, distribusi, metabolisme dan ekskresi obat, maupun terhadap

respon terhadap obat, sangat berpengaruh signifikan respon in vivo suatu

individu terhadap obat. Salah satu contoh adalah dalam pengobatan dengan

isoniazid, terdapat perbedaan respon dari beberapa individu berupa

perbedaan dalam kecepatan proses asetilasinya terhadap obat tersebut. Profil

asetilasi terhadap isoniazid yang merupakan obat anti tuberkulosis ini

digolongkan dalam inaktivator cepat dan lambat. Individu yang tergolong

dalam inaktivator lambat ternyata aktivitas enzim N-acetyltransferase-nya

sangat lambat. Perbedaan tersebut ternyata disebabkan oleh adanya variasi

genetik dari gen yang menyandi ekspresi dari enzim N-acetyltransferase.

Bagi individu yang mempunyai kelainan yang disebabkan oleh autosomal

recessive allele, berupa variasi polimorfik maka aktivitas enzim N-

acetyltransferase menjadi lambat. Aktivitas enzim Nacetyltransferase ini

sangat bervariasi untuk setiap suku atau ras. Bagi orang barat (Amerika dan

Eropa) 50% dari penduduknya ternyata tergolong inaktivator lambat,

sedangkan untuk orang Jepang sebagian besar tergolong inaktivator cepat.

Telaah genetik untuk mempelajari hubungan antara variasi

polimorfisme di dalam struktur gen dengan efeknya dalam klinik terus

dikembangkan. Diharapkan melalui pendekatan ini dapat ditingkatkan
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pemahaman kita dalam penemuan kandidat gen yang dapat dikembangkan

sebagai target obat. Sebagai contoh, varian dari allele enzim thiopurine

methyltransferase (TPMT), ternyata erat kaitannya dengan terjadinya reaksi

obat yang tidak diinginkan (adverse drug reactions, ADR). Sedangkan

varian dari target obat lain yaitu enzim 5 lipoxigenase (ALOX5), yang erat

hubungannya dengan fenotipe penyakit asma, juga dapat mempengaruhi

respon pengobatan dan varian dari gen apolipoprotein E (APOE) erat

kaitannya dengan inhibisi terhadap enzim kolinesterase pada penderita

Alzheimer.Polimorfisme genetik dapat menyebabkan fenotip berbeda antaraindividu meskipun berada dalam lingkungan klinis serupa. Memahamiperan polimorfisme genetik merupakan kunci yang dapat digunakandalam uji diagnostik klinis dan terapeutik (Le et al., 2010).
3.3 Polimorfisme gen enzim Glutamate Cysteine LigasePolimorfisme gen (variasi gen) pada enzim yang mensintesisglutation berpengaruh terhadap kadar glutation (Rahman, 2005;Njalson and Norgen, 2005). Beberapa hasil penelitian menyatakanbahwa polimorfisme genetik pada gen gclc dan gclm berhubungandengan rendahnya kadar GSH in vitro dan mengarah pada kerentananterhadap penyakit tertentu (Yang et al., 2004; Koide et al., 2003;Custodio et al., 2004).  Perbedaan ekspresi dan aktivitas enzim gclkemungkinan karena pengaruh polimorfisme dalam urutan asam-asamamino yang berhubungan dengan timbulnya suatu penyakit.Polimorfisme mengakibatkan ekpresi dan aktivitas enzim gcl secarasignifikan berkurang dan fenotip menunjukkan keparahan penyakit.Polimorfisme gen gcl adalah variasi yang terjadi pada gen gclyaitu pada daerah promoter -129 dimana terdapat perbedaan antaraindividu yang satu dengn individu yang lain pada urutan gen gcl.
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Beberapa individu memiliki alel gen pada -129 promoter adalah C,sedangkan individu lain memiliki ale gen T. Hasil penelitianmenunjukkan bahwa individu dengan alel  T pada daerah promoter -129 (-129/T) memilki aktivitas lebih rendah dalam mengontrolpengobatan. Polimorfisme -129T dapat menekan peningkatan ekspresigen GCLC dalam menanggapi stres oksidatif, sehingga kemungkinandapat melemahkan produksi GSH intraseluler dalam menanggapi stresoksidatif, akibatnya mengarah kepada terjadinya peningkatankerentanan terhadap oksidan.Asosiasi GLCLC alel 2 dengan peningkatan kepekaan terhadapsejumlah agen menunjukkan bahwa alel 2 adalah terganggu padakemampuannya untuk mengarahkan ekspresi dari katalitik GCL subunitdalam menanggapi paparan kemoterapi tertentu agen. Ini akan menjadipenting untuk secara khusus menentukan bagaimana GLCLC genotipememengaruhi induksi GLCLC dan / atau GCL Kegiatan dalam selterkena narkoba atau stres oksidatif. Polimorfisme -129C>T dan -3506A>G, terletak di daerah promoter gen GCLC telah dikaitkandengan penurunan produksi GSH.
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BAB IV

GLUTATION SEBAGAI ANTIOKSIDAN PADA PASIEN TUBERKULOSIS

PARU

4.1 Peran dan Fungsi Antioksidan GlutationAntioksidan adalah senyawa yang dapat menetralisisr ROS,berupa radikal bebas. Antioksidan mempunyai struktur molekul yangdapat memberikan elektronnya kepada molekul radikal bebas dandapat memutus reaksi berantai dari radikal bebas. Tubuh dapatmenghasilkan antioksidan berupa enzim yang aktif bila didukung olehnutrisi pendukung atau  mineral yang disebut kofaktor. Tubuhmenghasilkan Antioksidan seperti superoksid dismutase, katalase danglutation (Yunanto et al., 2009).Glutation (GSH) merupakan salah satu antioksidan yang pentingdi dalam menetralisis radikal bebas.  Glutation merupakan zat yangsecara alami sudah ada di dalam tubuh sejak lahir, terdapat di dalammaupun di luar sel tubuh. Kadar glutation di dalam darah berada dalamrentangan 5-8 mM/l, dengan konsentrasi tertinggi di dalam hati, yangmerupakan organ terpenting dalam fungsi detoksifikasi, juga terdapatpada lien, ginjal, paru, jantung, otak dan lambung (Sugiyanto 2008),atau 2-20µmol/L dalam plasma (Wu et al., 2004). Kadar glutationdalam tubuh menjadi aspek penting yang harus diperhatikan karenaterganggunya sintesis dan metabolisme GSH akan mengakibatkanfungsi glutation terganggu dan mengakibatkan munculnya berbagaipenyakit  seperti liver, aging, cystic fibrosis, Parkinson dll.Beberap fungsi penting GSH antara lain 1). detoksifikasi elektrofil,2). pemusnahan radikal bebas, 3). mempertahankan status tiol dariprotein, 4). Menyediakan cadangan sistein, 5). memodulasi prosesseluler seperti sintesis DNA, proses yang berhubungan denganmikrotubular dan fungsi imun  (Kaplowitz et al., 1985; Meister and
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Anderson, 1983; DeLeve and Kaplowitz, 1990; Suthanthiran et al.,1990). Selain itu, GSH juga mengatur keseimbangan Nitric oxide (NO),memodulasi aktivitas protein melalui modifikasi pasca translasi(protein S-glutathionylation) (Pompella et al., 2003), memodulasiaktivitas reseptor neurotransmitter (Oja et al., 2000). Dengan demikianGSH merupakan molekul multifungsi dengan aneka ragam fungsinyayang berpengaruh terhadap proses seluler. Hati memainkan peranutama dalam keseimbangan GSH antar organ seperti GSH plasma dankadar sistein yang ditentukan oleh penurunan GSH sinusoid hati(Kaplowitz et al., 1985).Sistem antioksidan GSH adalah sistem proteksi endogen yangutama, karena GSH langsung terlibat dan berpartisipiasi aktif dalampenghancuran senyawa reaktif oksigen (ROS) dan jugamempertahankan bentuk reduced (aktif) dari vitamin C dan E. Glutationsebagai antioksidan intraseluler (antioksidan dari sel tubuh sendiri),juga disebut sebagai master antioksidan karena GSH mengatur kerjaantioksidan lainnya. Sebagai contoh, ketika vitamin C dan E mengambilradikal bebas mereka akan memberikannya kepada glutation untukkemudian kembali mengambil yang lainnya. Glutation menetralkanradikal bebas tersebut dan dibuang melalui urin. Daya kerja GSH dalammelindungi sel tubuh dari radikal bebas jauh lebih baik dari antioksidanlain seperti vitamin C dan E. Glutation akan menjaga rantai DNA danRNA pada inti sel agar tidak mengalami penguraian dan melindungi intisel dari radikal bebas, GSH mengikat zat yang tidak diinginkan danmembawanya keluar melalui urin dan empedu (Sugiyanto 2008).Keberadaan GSH dalam sel umumnya berfungsi sebagaiantioksidan yaitu melindungi sel dari pengaruh toksik ROS dan RNS.berperan  sebagai scavenger hidroksil (•OH) dan superoksida (•O2),juga berperan dalam pemeliharaan kelangsungan hidup sel, replikasi
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DNA dan proses thiolasi protein, katalisis enzim, transpor transduksimembran, aksi reseptor, metabolisem antara dan maturasi sel (De Rose,2000, Zhang et al, 2005; Heisterkamp et al, 2008), regulasi fungsi selimun yaitu regulasi antigen presenting cells (APC) (Peterson et al.,1998) serta regulasi T helper 1 (Th1) dan T helper 2 (Th2) (Connelldan Venketaraman, 2009).Glutation berperan sangat penting dalam melindungi sel,berfungsi dalam dalam pembentukan, pembelahan, proliferasi danmempertahankan sel limfosit T yang merupakan mekanisme terdepanpertahanan terhadap infeksi. Seperti sel pada umumnya, proliferasi,pertumbuhan dan diferensiasi sel imun sangat tergantung glutation.Baik limfosit T dan limfosit B memerlukan kadar glutation intraseluleryang adekuat agar dapat berdiferensiasi. Glutation dibutuhkan oleh selT untuk berproliferasi sebagai respon terhadap stimulasi mitogen,untuk mengaktivasi sel T killler, dan fungsi sel T spesifik lainnya,termasuk sintesis DNA untuk replikasi sel dan untuk metabolisme IL-2yang penting untuk respon mitogenik (Venketeraman et al, 2003;Venketeraman et al, 2005; Zhang et al, 2005; Dayaram et al, 2006;Heisterkamp et al, 2008).Kemampuan sel limfosit untuk menghambat perusakan karenaoksidasi dapat diukur dari kemapuan sel untuk memulihkan kembaliGSH intraseluler. Dengan demikian sel ini dapat memberikan responyang lebih baik terhadap rangsang antigen. Penelitian yang barudilakukan menunjukkan bahwa apabila lebih banyak GSH yang tersediadalam sel T helper CD4 yaitu sel yang menjadi sasaran virus HIV, makaakan lebih lama penderita dapat bertahan hidup  (Deneke and Fanburg1989; Griffith, 1999). Ketika limfosit berproliferasi dalam prosespengembangan respon, maka terdapat peningkatan kebutuhan GSH. Halini penting untuk produksi antibodi maupun sel T helper dan limfosit T
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yang sifatnya sitolitik (membunuh sel). Limfosit untuk menetralkankerusakan oksidasi tergantung cadangan GSH intraseluler yang dapatmerepson lebih baik terhadap stimulus antigen (Venketeraman et al,2005; Dayaram et al, 2006; Heisterkamp et al, 2008).Glutation berperan utama dalam pemeliharaan keseimbanganredoks seluler. Glutation akan menangkap peroksida yangmembahayakan sel. Semua organisme aerob secara fisiologis pastimengalami stres oksidatif dari proses respirasi mitokondria. Senyawaintermediate yang terbentuk seperti superoxide (O2-●) and hydrogenperoxide (H2O2),  dapat menyebabkan produksi oksigen radikal yangbersifat racun dan dapat menyebabkan peroksidasi lipid dan cedera sel.Untuk mencegah hal ini, diproduksi hydrogen peroksida secaraendogen yang direduksi oleh GSH yang keberadaanya tergantung padaselenium dikenal sebagai GSH peroxidase. Dalam prosesnya, GSHdioksidasi menjadi GSSG, yang selanjutnya mengalami reduksi menjadiGSH kembali dikatalisa oleh enzim GSSG reduktase yang memerlukanNADPH, dalam siklus redoks. Peroksida organik dapat direduksi oleh
GSH peroxidase and GSH S-transferase. Hidrogen peroksida dapat jugadireduksi oleh katalase, yang hanya terdapat di dalam peroksisom. Didalam mitokondria, GSH sangat penting sebab di sini tidak ada katalase.Memang, GSH mitokondria sangat penting dalam mempertahankankeadaan fisiologis dan patologis yang disebabkan oleh stres oksidatif(Garcia-Ruiz and Fernández-Checa, 2006). Keparahan stres oksidatifdapat menyebabkan berkurangnya GSSG menjadi GSH di dalam sel danmenyebabkan akumulasi GSSG. Untuk melindungi sel dariketidakseimbangan redoks, GSSG bisa secara aktif dapat dikeluarkandari sel atau bereaksi dengan gugus sulfhidril yang membentukdisulfide campuran. Jadi, keparahan stres oksidatif menyebabkanpenurunan GSH seluler ( Lu ,1999 ).
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Mekanisme kerja dari GSH didalam proses penangkapan radikalbebas yaitu dalam segi kemampuananya mereduksi hidroksil radikal(●OH) yang berasal dari reaksi Fenton.Fe++ + H2O2 —> Fe+++ + ●OH + :OH-GSH + ●OH —> ●GS + H2Odan glutathione yang teroksidasi bersifat radikal akan salingmenetralisir
●GS + ●GS —> GSSGatau dapat juga dikatakan dengan rumus yang berbeda, yaitu2 GSH + ROOH => GSSG + ROH + H2ODisamping itu enzym Glutathione peroxidase menetralisir HidrogenPeroksida (H2O2) dengan cara mengambil hydrogen untuk membentuk2 H2O dan satu GSSG, sedangkan enzyme glutathione reduktase akanmenjadikan GSSG, dengan menggunakan enzyme NADPH sebagaisumber hydrogen, menjadi GSH kembali.2 GSH + H2O2 => GSSG + 2 H2ODengan kata lain glutathione di sini mencegah hidroksil radikalyang dapat merubah molekul lemak menjadi lemak radikal (●L) atauperoksida lemak (LOO●) melalui dua sisi yaitu mencegah terbentuknyahydroksil radikal (●OH) bereaksi dengan molekul lemak atau mencegahterbentuknya hidroksil radikal dengan merubah Hidrogen Peroksida(H2O2) menjadi molekul air (Gambar 4.1)
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Gambar 4.1 Mekanisme fungsi glutation sebagai antioksidan
4.2 Glutation dan Infeksi Mycobacterium tuberculosisGlutation (GSH) adalah senyawa antioksidan utama yangdigunakan oleh sel manusia dalam pemeliharaan keseimbangan redoksselular. Secara khusus, GSH intraseluler penting untuk kontrol infeksiterhadap Mycobacterium tuberculosis oleh sel-sel sistem kekebalantubuh. Mikobakteri mengaktifkan makrofag mengakibatkan terjadinyaledakan radikal bebas (Respiratory burst). Mikobakteri intraselularpatogen tumbuh dan bereplikasi dalam makrofag. Setelah prosesfagositosis, kelangsungan hidup mikobakteri bergantung padakemampuan mereka untuk menghindar dari kerusakan oleh makrofag.

Mycobacterium tuberculosis merupakan bakteri patogen yanghidup intraseluler dan tumbuh di dalam fagosom, dimana terlindungdari sistem imun efektor seperti antibody dan limfosit T. Meskipunliteratur pada tahun 1950an  menunjukkan bahwa kadar GSH pasien TBlebih rendah, hal tersebut baru terbukti dari hasil penelitianVenketaraman dan rekannya yang mempelajari secara mendalam efekGSH terhadap infeksi M. tuberculosis. Menggunakan sel makrofag tikus,peneliti menunjukkan bahwa IFN-γ dan endotoksin meningkatkan
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produksi Nitric oxide (NO) dan aktivitas bakterisida, yang secara paralelmenunjukkan penurunan kadar GSH yang bereaksi dengn NO untukmembentuk S-nitrosoglutathione (GSNO).Beberapa penelitian melaporkan bahwa strain M. Tuberculosissensitif terhadap antioksidan glutation (Venketaraman et al., 2003;Venketaraman et al., 2005; Dayaram et al., 2006). Glutation dapatmempengaruhi proliferasi sel, mencegah peroksidasi lipid tak jenuhdengan menetralisir ROS, sebuah proses yang penting pertahanantubuh terhadap infeksi bakteri Mycobacterium tuberculosis (Connell danVenketeraman, 2009).
4.3. Mekanisme kontrol glutation terhadap  infeksi M. tiberculosisGlutation berperan penting dalam membatasi pertumbuhanmycobacterium intraseluler di makrofag. M.TuberkulosisH37Rvsensitif terhadap GSH pada konsentrasi fisiologis (5mm). Glutationmemiliki aktivitas antimikroba secara langsung. Namun, mekanismeaksi antimiko bacterial GSH tidak pasti. Salah satu kemungkinan adalahbahwa kehadiran GSH dalam konsentrasi tinggi dapat menyebabkanketidakseimbangan bakteri yang mengandung tiol, yaitu mycothiol(alternatif untuk mengatur pengurangan atau oksidasi).Penelitian Seres et al (2000) melaporkan bahwa proses
respiratory burst pada fagositosis menginduksi peningkatan kebutuhansistein, sistin dan glutation baik secara sendiri-sendiri maupunkombinasinya. Hasil penelitian tersebut mengindikasikan bahwaaktivasi monosit pada peristiwa respiratory burst atau adanya paparanH2O2 pada sel menyebabkan penurunan sistein, tetapi tidak berefekpada sistin, sehingga menginduksi peningkatan kebutuhan glutation.Penurunan uptake tiol total selama respiratory burst disebabkan olehpenurunan uptake sistein. Transport sistein dan sistin esensial untuk
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sintesis glutation di dalam limfosit, makroifag dan sel yang lain.Terdapat hubungan antara aktivasi makrofag pada respiratory burstdengan uptake glutationBila kadar glutation dalam serum rendah menyebabkanpenurunan mobilisasi Ca2+ dan kegagalan fosforilasi tirosin  padabeberapa protein, termasuk pembentukan reseptor sel imun sepertiCD3 (Chew dan Park, 2004), sehingga regulasi fungis sel imun tubuhterganggu. Stres oksidatif dapat menyebabkan deplesi GSH. Stresoksidatif dapat disebabkan oleh radiasi ultra violet, toksin, limbahkimia dan logam berat, infeksi virus dan bakteri, inflamasi dan lukabakar. Meskipun NO dianggap sebagai molekul efektor utama yangterlibat dalam pengendalian infeksi M. tuberculosis dan memilikiaktivitas biologis pendek karena mampu medetoksifikasi dengan cepatsebagai nitrat dan nitrit. Nitrat dan nitrit memiliki efek antimikroba.Nitric Oxide (NO) juga bereaksi dengan GSH untuk membentuk GSNO.GSNO merupakan donor NO, maka dapat melepaskan NO, yangmenyebabkan kematian M. tuberculosis (Gambar 4.2).

Gambar 4. 2 Ilutrasi peran NO, GSNO, dan IFN-γ pada tikus percobaanyang diinfeksi Mycobacterium tuberculosis. (Dimodifikasidari Connel dan Venketaraman, Recent Patents on Anti-
Infective Drug Discovery, 2009)
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Kestabilan NO meningkat ketika berupa kompleks dengan GSH.Konsentrasi GSNO intraseluler dalam sistem murine akan lebih tinggidaripada konsentrasi ekstraseluler akibat rendahnya tingkat GSHdalam cairan ekstraselular (Connel and Venketaraman, 2009).Penelitian eksperimental menunjukkan penurunan GSH denganBSO menghambat aktivitas mikrobakteri dalam makrofag yang manasebagai precursor NAC intraseluler meningkat dalam membunuhmikobakteri dalam makrofag manusia, dimana dalam kondisi normalsangat tidak efektif dalam membunuh mikobakteri (Gambar 4.3)
Nitric Oxide juga bereaksi dengan GSH untuk membentuk GSNO,sebuah Donor NO, maka GSNO dapat melepaskan NO, danmenyebabkan kematian M.tuberkulosis. Kestabilan NO meningkat biladalam kompleks dengan GSH. Hingga saat ini belum ada demonstrasiyang menunjukkan keberhasilan produksi NO secara in vitro padamakrofag manusia. Tingkat GSNO dalam tubuh manusia tidak dapatterdeteksi. Oleh karena itu tidak adanya antisipasi efek sitotoksik dariGSNO pada sel manusia.

Gambar 4.3 Glutation dalam Pertahanan tubuh  dari infeksi
mycobacterium (Dimodifikasi dari Connel dan Venketaraman, Recent
Patents on Anti-Infective Drug Discovery, 2009)

BCGROSIFN-γLPS BSOGSNO SisteinGSHNOiNOS
NAC
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Keterangan : IFN-g, interferon-gamma; LPS, lipopolisakarida; ROS,reactive oxygen species; iNOS, inducible nitric oxidesynthase; GSNO, S-nitrosoglutathione; GSH, glutation;BCG, bacillus Calmette-Guérin; BSO, buthioninesulfoximine; NAC, N-acetyl-cysteine.Sensitivitas M. tuberculosis terhadap GSNO adalah karena efekmicrobicidal NO yang dilepaskan dari kompleks GSNO. GSNOmerupakan salah satu bentuk aktif yang paling penting dari NOsebagai agen antimikroba.   Berdasarkan hasil penelitianVenketaraman et al (2003) menunjukkan bahwa  bahwapenghambatan pertumbuhan strain H37Rv dalam makrofag murinedimediasi sebagian oleh GSH dan GSNO yang dihasilkan olehmakrofag selama stres oksidatif atau stres nitrosatif.  GSH dan GSNOberperan penting dalam mengatur pembunuhan strain H37Rvintraseluler dalam makrofag J744.1 in vitroGSH memainkan peran penting dalam membatasi pertumbuhanBCG intraseluler dalam makrofag yang berasal dari NOS2 knock-outC57BL6 tikus dan HMDM (Venketaraman et al., 2003). Dengan katalain, GSH memiliki aktivitas antimikroba langsung berbeda dariperannya sebagai pembawa Nitric oxide (NO) (Venketaraman et al.,2003). Ini merupakan perbedaan penting, karena peran NO dalamimunitas mikobakteri manusia tidak pasti. Hasil ini terungkapsebuah kebaruan dan mekanisme pertahanan bawaan yangberpotensi penting diadopsi oleh makrofag manusia untukmengendalikan infeksi M. tuberculosis (Venketaraman et al., 2003;Venketaraman et al., 2005; Dayaram et al., 2006). M. Tuberculosisstrain H37Rv sensitif terhadap GSH pada konsentrasi fisiologis(5mM) bila ditanam secara in vitro (Venketaraman et al., 2005).Dengan kata lain, GSH memiliki aktivitas antimikroba langsung
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(Venketaraman et al., 2003). Ilustrasi penurunan glutation disajikanpada gambar 4.4.

Siklus stres oksidatif pada infeksi
Mycobacterium tuberculosis

Gambar 4.4. Ilustrasi penurunan kadar GlutationJalur trans-sulfuration, yang mengubah metionin menjadi sisteindan memiliki peran penting dalam menjaga sistein dan kadar GSH,sangat penting untuk membunuh mikobakteri dan tidak hanyapeningkatan enzim pada jalur trans-sulfuration dalam monosit manusiasebagai respon terhadap mikobakteria, tetapi mereka juga menghambatpropraglisin menurunkan kadar GSH dan menghambat pembersihanmikobakteri dan fusi fagolisosom, sedangkan NAC mengalamipeningkatan.Mycobacterium menghasilkan mycothiol dalam jumlahmillimolar. Menurut Hipotesis Spallholz. "GSH secara struktural miripdengan antibiotik diproduksi dijamur Penicillium dalam genus dan Cephalasporium. "Potensi konversi seperti penicillin berupa turunan
glutacillin laktam GSH. Dengan kata lain GSH adalah prekursor untukGSNO, dan GSNO dapat mewakili salah satu bentuk aktif yang palingpenting dari oksida nitrat (NO) sebagai agen antimikroba.

Infeksi Mycobacterium
tuberculosis

Deplesi Glutationbebas

Peningkatan reactive oxygen species(ROS) dan Stres Oksidatif

Peningkatan produksisitokin proinflamasi
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BAB V

IDENTIFIKASI GEN GCL DAN GLUTATION SECARA MOLEKULER

PADA PASIEN TUBERKULOSIS PARU

5.1 Preparasi SampelPada pasien tuberkulosis paru yang terpilih secara consecutivedilakukan informed concent selanjutnya petugas puskesmas yangterlatih mengambil darah venanya sebanyak 6 ml, kemudian dibagi dua,3ml dimasukkan ke dalam botol yang sudah berisi EDTA (antikoagulan)dan 3 ml lagi dimasukkan ke dalam botol yang tidak berisi EDTA. Darahberisi EDTA dan tidak berisi EDTA dibawa ke laboratorium Biokimiajurusan Biologi Universitas Negeri Semarang pada suhu 4oC dandiserahkan kepada petugas laboratorium Biokimia Jurusan BiologiUNNES yang sudah terlatih dan ditunjuk membantu pemelitian ini.Darah yang tanpa antikoagulan di laboratorium Biokimia JurusanBiologi UNNES oleh petugas yang ditunjuk langsung di sentrifuge padasuhu 4oC untuk mendapatkan serum, kemudian serumnya dibagi duadimasukkan ke botol masing-masing, serum untuk pemeriksaan kadarglutation disimpan pada suhu -80oC (Freezer).Darah yang mengandung EDTA langsung diproses oleh petugasyang sudah terlatih dan ditunjuk untuk mendapatkan DNA kemudianDNA disimpan pada suhu -80oC (Freezer).
5.2 Cara penyimpanan sampelSampel darah untuk pemeriksaan Glutation disimpan dilaboratorium Biokimia Jurusan Biologi UNNES dalam bentuk serumpada suhu -80oC. Sedangkan sampel darah untuk pemeriksaan genglutamate cystein ligase (gcl) disimpan di laboratorium BiokimiaJurusan Biologi UNNES dalam bentuk DNA pada suhu – 80oC. Setelah
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sampel dianggap cukup sampel DNA diamplifikasi untukmemperbanyak dengan metode Polymerase Chain Reaction (PCR)dengan menggunakan primer.
5.3 Proses pengambilan DNA dari darahDarah sebanyak sebanyak  3 ml + EDTA. yang telah disimpanpada suhu 4oC diambil untuk isolasi DNA. Mula-mula dilakukanpemisahan sel darah merah dan sel darah putih (leukosit), mengingatsel darah merah tidak memiliki inti maka yang kita gunakan untukidentifikasi DNA adalah sel darah putih (leukosit). Sampel darahsebanyak 200 uL divortex kemudian setelah divrotex ditambah 800 uLPBS 1x untuk memecah dinding darah agar diperoleh sel darah merahdan asel darah putih. Kemudian divortex kembali selama 30 detikselanjutnya diinkubasi selama 10 menit pada suhu -4oC. Setelahinkubasi disentrifuge 10.000 rpm selama 10 menit (suhu ruang) untukmemisahkan antara sel darah merah dan sel darah putih, yaitumengendapkan sel yang berinti atau sel leukosit berupa pellet yangmengendap di bawah. Supernatan (merupakan debris sel darah merah)yang timbul, dibuang.Leukosit memiliki membran yang menyelubungi dan intinya beradadi dalam sel, sehingga membran yang menyelubungi leukosit dirusakdengan cara menambah 500 uL PBS 1x selanjunya divortex selama 15detik dan disentrifuge 4000 rpm selama 5 menit, supernatan yangterjadi dibuang, kemudian ditambah 500 uL PBS 1x selanjunya divortexselama 15 detik dan disentrifuge 4000 rpm selama 5 menit. Supernatanyang terbentuk kembali dibuang, kemudian ditambah 500 uL PBS 1xselanjunya divortex selama 15 detik dan disentrifuge 4000 rpm selama5 menit. Selanjunya semua supernatan dibuang, sisa terbentuk pelletputih di dasar tabung selanjutnya diinkubasi pada suhu -20oC semalam.
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Setelah diinkubasi, campuran kemudian divortex dan disentrifugasidengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit. Campuran dicucikembali sebanyak 3 kali dengan PBS pH 7,4 1000 µl dan disentrifugasidangan kecepatan 5.000 rpm selama 5 menit. Setelah itu, supernatandibuang dan ditambahkan 50 µl chelex 20% dalam dd H2O pH 10,50serta 100 µl ddH2O, kemudian vortex hingga homogen dan diinkubasidalam air mendidih selama 10 menit. Selanjutnya, campurandisentrifugasi dengan kecepatan 12.000 rpm selama 10 menit (suhuruang). Kemudian ukur kandungan dan kemurnian DNA  menggunakanspektrofotometer dan dicek dengan panjang gelombang 260nm. DNAberada pada bagian supernatan (DNA containing water) dipindahkan kedalam tabung steril sebanyak 200 µl dan disimpan pada suhu -20oC.
5.4 Pemeriksaan gen glutamate cysteine ligase (gcl)Pemeriksaan gen GCL menggunakan metode PCR-RFLP.
Polymerase Chain Reaction (PCR) merupakan suatu proses sintesisenzimatis untuk mengamplifikasi nukleotida secara in vitro (Fatchiyah
et al. 2011).
5.4.1  Konsep PCRPCR merupakan teknik amplifikasi DNA yang diinginkan secara invitro pada daerah spesifik yang dibatasi oleh dua buah primeroligonukleotida dengan bantuan enzim polymerase. Untuk dapatmencetak rangkaian tersebut dalam teknik PCR diperlukan juga dNTPsyang mencakup dATP, dCTP, dGTP dan dTTP. Amplifikasi sekuen DNAtarget dapat memperoleh 106-109kali jumlah DNA target awal.Amplifikasi ini dapat menghasilkan lebih dari satu juta kali salinan DNA.Konsep teknologi PCR mensyaratkan bagian tertentu dari sekuenDNA yang dilipatgandakan harus diketahui terlebih dahulu sebelumproses pelipatgandaan tersebut dilakukan. Reaksi pelipatgandaan suatu
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fragmen DNA dimulai dengan melakukan denaturasi DNA template(cetakan) sehingga rantai DNA yang berantai ganda (double stranded)akan terpisah menjadi rantai tunggal (single stranded). Denaturasi DNAdilakukan dilakukan dengan menggunakan suhu (95°C) selama1–2menit, kemudian suhu diturunkan menjadi 55°C sehingga primer akanmenempel (annealing) pada cetakan yang telah terpisah menjadi rantaitunggal. Primer akan membentuk jembatan hidrogen dengan cetakanpada daerah sekuen yang komplementer dengan sekuen primer. Suhuoptimal untuk penempelan primer ± 55 °C. Amplifikasi akan lebihefisien jika dilakukan pada suhu yang lebih rendah 37°C, tetapibiasanya akan terjadi misprimingyaitu penempelan primer pada tempatyang salah. Pada suhu yang lebih tinggi (55°C), spesifitas reaksiamplifikasi akan meningkat, tetapi secara keseluruhan efisiensinyaakan menurun .Menurut Handoyo & Rudiretna (2001) komponen-komponenyang diperlukan pada proses PCR secara umum adalah DNA template,sepasang primer, dNTPs (deoxynucleotide triphosphates), buffer PCR,magnesium klorida (MgCl) dan enzim polimerase DNA.
a. Template DNAFungsi DNA templatedi dalam proses PCR adalah sebagai cetakanuntuk pembentukan molekul DNA baru yang sama. DNA template inidapat berupa DNA kromosom, DNA plasmid ataupun fragmen DNA.DNA template diperoleh dengan melakukan isolasi DNA kromosom atauDNA plasmid. Konsentrasi DNA template harus dioptimasi. Jikakonsentrasinya terlalu rendah, maka primer tidak dapat menemukantarget. Sebaliknya bila konsentrasi template DNA terlalu tinggi akanmeningkatkan kemungkinan salah target (mispriming). Selain itukemurnian template DNA juga penting, karena dapat mempengaruhihasil reaksi.
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b. Primer (Oligonukleotida)Primer yang digunakan dalam PCR ada dua yaitu oligonukleotida yangmempunyai sekuen yang identik dengan salah satu rantai DNA cetakanpada ujung 5’-fosfat, dan oligonukleotida yang kedua identik dengansekuen pada ujung 3’-OH rantai DNA cetakan yang lain.Menurut Suryanto (2003), primer biasanya terdiri dari 10-20nukleotida. Semakin panjang primer, maka harus spesifik daerah yangdiamplifikasi. Jika suatu kelompok organisme memang berkerabatdekat, maka primer dapat digunakan untuk mengamplifikasi daerahtertentu yang sama dalam genom kelompok tersebut.
c. dNTPs (deoxynucleotide triphosphates)dNTPs merupakan suatu campuran yang terdiri atas dATP(deoksiadenosin trifosfat), dTTP (deoksitimidin trifosfat), dCTP
(deoksisitidin trifosfat) dandGTP (deoksiguanosin trifosfat). Pada prosesPCR dNTPs bertindak sebagai building block DNA yang diperlukandalam proses ekstensi DNA. Pada proses ekstensi dNTP akan menempelpada gugus –OH pada ujung 3’ dari primer membentuk untai baru yangkomplementer dengan untai DNA template. Konsentrasi optimal dNTPuntuk proses PCR harus ditentukan.
d. Buffer PCR dan MgClReaksi PCR hanya akan berlangsung pada kondisi pH tertentu. Olehkarena itu untuk melakukan proses PCR diperlukan buffer PCR. Fungsibuffer di sini adalah untuk menjaga pH medium. Selain buffer PCRdiperlukan juga adanya ion Mg2+ yang berasal dari MgCl. MgClbertindak sebagai kofaktor yang berfungsi menstimulasi aktivitas DNApolimerase. MgCl berperan meningkatkan interaksi primer dengantemplate DNA yang membentuk komplek terlarut dengan dNTP untukmembuat substrat yang akan dikenali oleh enzim taq DNAPolymerase.Konsentrasi Ion Mg 2+ yang terlalu tinggi akan
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menyebabkan denaturasi rantai DNA menjadi sulit. Konsentrasi di atas10 mM akan mengakibatkan sifat enzimatik Taq DNA menjadi tidakefektif.
e. DNA Polymerase (Taq Polymerase)Enzim Taq DNA polymerase adalah suatu enzim yang bersifatthermostabil yang diisolasi dari Thermus aquaticus.DNA polymeraseadalah enzim yang mengkatalisis polimerasi DNA. Jumlah polimeraseDNA yang digunakan tergantung pada panjang fragmenDNA yang akandiamplifikasi. Untuk panjang fragmen DNA kurang dari dua kilobasadiperlukan 1,25 – 2 unit per 50 uL campuran reaksi, sedangkan untukpanjang fragmen DNA lebih besar dari dua kilobasa diperlukan 3 – 5unit per 50 uL campuran reaksi.Pada saat PCR kita melihat DNA bening selanjutnya dicampurdengan loading dye untuk pemurnian, fungsinya memberatkan DNAdan sejauh mana dia sudah bergerak dalam gel. DNA bermuatan (-)pada saat ranning dijalankan dipakai etidium bromide yang berikatandengan DNA supaya DNA dapat dilihat berwarna putih di bawah sinarultraviolet kemudian di foto (Setianingsih, 2010). DNA tampak sepertibayangan putih, kemudian hasil PCR dipurifikasi (dimurnikan)kemudian baru dikirim ke PT. Genetika Science Indonesias Jl. Duri RayaNo. 5D Jakarta Barat, 11510, Indonesia. untuk dilakukan sequenzing.Salah satu jenis PCR adalah Restriction Fragment Length

Polymorphism (RFLP); metode ini digunakan untuk membedakanorganisme berdasarkan analisis model derifat dari perbedaan DNA(Yusuf 2010).
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5.4.2 Metode Polymerase Chain Reaction Fragment length

Polymorphism (PCR-RFLP)Metode analisis Polymerase Chain Reaction Fragment length

Polymorphism (PCR-RFLP) adalah adalah salah satu teknik pertama yang

secara luas digunakan untuk mendeteksi variasi pada tingkat sekuen DNA.

Deteksi RFLP dilakukan berdasarkan adanya kemungkinan untuk

membandingkan profil pita-pita yang dihasilkan setelah dilakukan

pemotongan oleh enzim restriksi terhadap DNA target atau dari individu

yang berbeda Bebagai mutasi yang terjadi pada suatu organisme

mempengaruhi molekul DNA dengan berbagai cara serta menghasilkan

fragmen-fragmen dengan panjang yang berbeda. Perbedaan panjang

fragmen ini dapat diligat setelah dilakukan elektroforesis pada gel,

hibridisasi dan visualisasi.

Aplikasi teknik RFLP biasa digunakan untuk mendeteksi diversitas

genetik, hubungan kekerabatan, sejarah domestika, asal dan evolusi suatu

spesies,aliran gen (genetic drift) dan seleksi, pemetaan seluruh

genom,pengamanan gen-gen target yang akan diekspresikan (tagging gen),

mengisolasi gen-gen yang berguna dari spesies liar, serta mengkonstruksi

pustaka DNA .Pada penelitian ini, digunakan sepasang primer oligonukleotidauntuk deteksi polimorfisme titik. Komposisi campuran dengan volumetotal 25 µl yang digunakan saat melakukan PCR adalah PCR mix GoTaq(Promega, USA) yang terdiri dari 12,5 µl ddH2O, 3 µl DNA cetakan(template), serta primer oligonukleotida Forward : 5’-

TCGTCCCAAGTCTCACAGTC-’3’ dan Reverse : 5’-

CGCCCTCCCCGCTGCTCCTC-3’ masing-masing 1µl. Reaksidenaturasi awal berlangsung pada suhu 950C selama 10 menit dan 30siklus denaturasi lanjutan pada suhu 950C selama 45 detik untukmemisahkan DNA rantai ganda menjadi dua rantai tunggal. Reaksi



49

annealing, di mana primer menyatu dengan kedua rantai tunggal DNA,berlangsung pada suhu 580C selama 1 menit. Reaksi polimerisasi padasuhu 720C selama 1 menit. Reaksi ekstensi, yaitu sintesis DNA melaluiperpanjangan primer mengikuti urutan nukleotida DNA rantai tunggalpasangannya, umumnya berlangsung pada suhu 720C selama 10 menit.
Kemudian dilanjutkan dengan pemotongan urutan gen DNA menggunakan

enzim restriksi Tsp45I yang memotong pada basa sitosin (C) atau Guanin

(G), yaitu pada situs 5’….-▼GTSAC…3’ dengan sisi komplemen 3’…

CASTG▲…5’.

5.43 Visualisasi Produk PCR-RFLP dengan Eletroforesis

Polimorfisme protein dapat diketahui dengan cara biokimia yaitu

melalui metode elektroforesis. Metode deteksi polimorfisme protein dengan

teknik elektroforesis dapat digunakan untuk mengetahui varian genetik

dalam populasi.

Elektroforesis merupakan suatu metode pemisahan molekul yang

menggunakan medan listrik (elektro) sebagai penggerak molekul dan

matriks penyangga berpori (foresis) (Fatchiyah et al. 2011).

Gambar 5.1. Metode Elektroforesis (Yusuf 2010)

Elektroforesis gel merupakan suatu teknik yang dapat mengidentifikasi

bermacam-macam bahan kimia maupun fisika suatu protein, contoh protein

yang dapat dibaca diperoleh dari ekstrak suatu jaringan seperti darah yang

pergerakannya ditentukan oleh suatu perubahan elektrik pada kandungan
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protein tersebut. Menurut Brewer (1993), elektroforesis merupakan suatu

metode pemisahan partikel-partikel atau komponen sesuai dengan muatan

listriknya. Lebih lanjut dijelaskan bahwa komponen yang digunakan adalah

protein atau asam polinukleutida yang berasal dari darah dan larutan biologi

atau ekstrak suatu jaringan, dimana perubahan ion tergantung pada pH

larutan yang akan dianalisis.

Teknik elektroforesis menurut Stenesh (1983) dapat dibagi menjadi

dua, yaitu elektroforesis larutan dan elektroforesis daerah (zona

elektroforesis), pada elektroforesis larutan dengan larutan penyangga

(buffer) yang mengandung makro

molekul ditempatkan di dalam suatu sel tertutup dan dialiri arus listrik.

Kecepatan migrasi dari makromolekulnya diukur dengan cara melihat

terjadinya pemisahan dari molekul yang terlihat sebagai pita di dalam

pelarut.

Kecepatan migrasi DNA ditentukan oleh beberapa faktor di antaranya

(Muladno 2010):

1. Ukuran molekul DNA

Migrasi molekul DNA berukuran besar lebih lambat daripada migrasi

molekul berukuran kecil.

2. Konsentrasi agarosa

Migrasi molekul DNA pada gel berkonsentrasi lebih rendah lebih

cepat daripada migrasi molekul DNA yang sama pada gel berkonsentrasi

tinggi. Oleh karena itu, penentuan konsentrasi agarosa dalam membuat gel

harus memperhatikan ukuran molekul DNA yang akan dianalisis.

3. Konformasi DNA

Konformasi atau bentuk rangkaian molekul DNA berukuran sama

akan bermigrasi dengan kecepatan yang berbeda.

4. Voltase yang digunakan

Kecepatan migrasi DNA sebanding dengan tingginya voltase yang

digunakan. Akan tetapi apabila penggunaan voltase dinaikkan, mobilitas
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molekul DNA meningkat secara tajam. Ini mengakibatkan pemisahan

molekul DNA di dalam gel menurun dengan meningkatnya voltase yang

digunakan. Penggunaan voltase yang ideal untuk mendapatkan separasi

molekul DNA berukuran lebih besar 2 kb adalah tidak lebih dari 5 Volt per

cm.

5. Etidium bromida

Keberadaan etidium bromida di dalam gel mengakibatkan

pengurangan tingkat kecepatan migrasi molekul DNA linear sebesar 15%.

6. Komposisi larutan buffer

Larutan yang tidak memiliki kekuatan ion, maka aliran listrik akan

sangat minimal dan migrasi DNA sangat lambat. Larutan buffer berkekuatan

ion tinggi akan meningkatkan panas, sehingga aliran listrik menjadi sangat

maksimal, ada kemungkinan gel akan meleleh dan DNA dapat mengalami

denaturasi.Kualitas DNA hasil amplifikasi dengan teknik PCR-FLPdivisualisasikan dengan menggunakan teknik elektroforesis gel agarosa(konsentrasi 4%). Elektroforesis dilakukan pada tegangan listrik 80volt. Selanjutnya, hasil elektroforesis dideteksi dengan menggunakanGel Doc 1000 (Biorad, USA) untuk divisualisasi dengan sinar ultravioletpada panjang gelombang 300 nm dan direkam. Gambaran alel mutanhomozigot ditunjukkan dengan terpotongnya fragmen DNA menjadi 2pita, yaitu pada 500bp dan 113bp seperti yang terlihat pada gambar5.2. Sedangkan gambaran alel mutan heterozigot ditunjukkan denganterpotongnya fragmen DNA menjadi 3 pita pada 500 bp, 302 bp, serta

adanya pita 198 bp (gambar 5.3). Untuk gambaran alel wild type, tidakterpotongnya fragmen DNA sama sekali (613 bp).
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Gambar 5.2. Hasil elektroforesis produk PCR gen GCLC padatuberkulosis paru

Gambar 5.3. Hasil elektroforesis produk PCR-RFLP gen GCLC

613bp500bp

500bp

302bp

198bp 113bp
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BAB  VI

ANALISIS KADAR GLUTATION

6.1 Preparasi SampelPengambilan sampel darah masing-masing 3 cc dimasukkan kedalam tabung mikrosentrifus yang berisi EDTA untuk diambil plasmadarahnya. Selanjutkan dilakukan sentrifugasi untuk memisahkanplasma darah dan serum darah dengan sel darah. Tabung sampel+EDTAdisentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm selama 10 menit untukmendapatkan plasmaPengenceran Diluent Solution sebanyak 5X untuk mendapatkan 10ml diluent sol 1x= 2 ml Diluent sol. + 8 ml Aquades. Pengemcerandilakukan pada tabung eppendorf. Tabung diisi 5 µl Sampel + 495 µl
Diluent 1X = 1/100 dilution kemudian disentrifugasi.Pembuatan larutan standar melalui tahapan :Siapkan 8 tabung eppendorf- Standard 7 = 8 µL Human Pre-Calibrator + 677 µL Diluent 1X →sentrifugasi.- Standard 6 = 300 µL standard 7 + 300 µL Diluent 1X → sentrifugasi.- Standard 5 = 300 µL standard 6 + 300 µL Diluent 1X → sentrifugasi.- Standard 4 = 300 µL standard 5 + 300 µL Diluent 1X → sentrifugasi.- Standard 3 = 300 µL standard 6 + 300 µL Diluent 1X → sentrifugasi.- Standard 2 = 300 µL standard 3 + 300 µL Diluent 1X → sentrifugasi.- Standard 1 = 300 µL standard 2 + 300 µL Diluent 1X → sentrifugasi.- Standard 0 = 600 µL Diluent 1X.
6.2 Metode ELISAELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) atau nama lainnya
enzyme immunoassay (EIA) merupakan teknik biokimia yang banyak
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digunakan di bidang imunologi untuk mendeteksi adanya antibody atauantigen pada suatu sampel. Beberapa jenis teknik ELISA, yaitu (1)Indirect ELISA; (2) Direct ELISA; (3) ELISA Sandwich; (4) ELISAMultiplex dan (5) ELISA Biotin Streptavidin. Dalam penggunaan sehari-hari ELISA bisa digunakan untuk melabel suatu antigen ataumengetahui antibody yang ada dalam tubuh. Apabila kita inginmengetahui antigen apa yang ada di dalam tubuh, maka yangdiendapkan adalah antibodinya, begitu pula sebaliknya, untukmendeteksi kadar suatu protein, maka dapat digunakan teknik ELISA
sandwich assay dengan dengan mengedapkan antibody pada well plate.Fungsi dari test ELISA yaitu bukan hanya untuk mengetahuikeberadaan suatu antigen dengan antibodi tetapi juga untuk mengukurkadar antigen atau antibodi tersebut dengan menggunakan alatspektrofotometer. Spektrofotometer adalah sebuah alat yang dapatmengukur jumlah dari cahaya yang menembus sumuran darimicroplate. Kompleks antigen-antibodi yang terjadi pada well

microplate dan setelah pemberian substrat, enzim yang terikat padaantibody ke dua pada kompleks antigen-antibodi yang terbentuk akanmemberikan perubahan warna pada cairan tersebut, sehingga akanmemberikan optical density yang berbeda. Optical density dapatdinyatakan meningkat atau menurun berdasarkan pengenceranmaterial standart, sehingga akan menghasilkan kurva dose-responseyangnantinya akan digunakan untuk mengestimasi kadar proteintersebut.Di dalam plasma darah ada 3 fraksi protein yaitu: - Albumin;Globulin dan Fibrinogen. Serum darah adalah plasma tanpa fibrinogen,sel dan factor koagulasi lainnya. Konsentrasi serum protein dapatdigunakan untuk mengukur status protein. Penggunaan pengukuranstatus protein ini didasarkan pada asumsi bahwa penurunan serum
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protein disebabkan oleh penurunan produksi dalam hati. Penentuanserum protein dalam tubuh meliputi: albumin, transferrin, prealbumin(yang dikenal juga dengan trasthyeritin dan thyroxine-binding

prealbumin-TBPA), retinol binding protein (RBP), insulin-Like growth

factor-1 dan fibronectin.  Prealbumin merupakan protein tetramerikyang terdiri dari 4 rantai polipeptda identik yang dapat dijadikansebagai penanda evaluasi nutrisi pada pasien dengen berbagaipenyakit(Petunjuk kit). Prealbumin (transthyretin/TTR) adalahtermasuk dalam fraksi globulin yang mentransport hormon tiroksindan metabolitnya. Kontrol sintesa prealbumin di hati terjadi ketikadihasikannya sitokin fase akut seperti IL-6 yang kemudia menstimulasiprotein fase akut seperti C Reactive Protein (CRP), serum amyloidA, -antitrypsin dan mengakibatkan tejadinya downregulation sintesisprotein prealbumin.Pemeriksaan Elisa dapat dilakukan untuk mendiagnosis pasiendengan malnutrisi dan pemantauan pasien dengan resiko kurangnutrisi atau pasien dengan risiko defisiensi protein. Penurunankonsentrasi prealbumin dapat timbul akibat respon fase akut yangterjadi pada kondisi penyakit kronis contohnya kanker, hipertiroid,penyakit hati, infeksi, inflamasi dan gangguan pencernaan, ataupemberian IL-6, estrogen, atau pada keadaan kelaparan serta adanyapenyakit pada hati.
6.3 Analisis Kadar GlutationKadar GSH plasma diukur secara biokimia dengan menggunakanSigma GSH Assay Kit. Sebanyak 200μL plasma dicampurkan dengan200μL sulfosalicylic acid 5%. Campuran tersebut lalu divorteks dandibiarkan selama 10 menit pada suhu 2–8 °C. Selanjutnya, campurantersebut disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 g selama 10 menit.
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Kemudian, sebanyak 10μL supernatan diambil dan dicampur dengan150μL Working Mixture dalam 96 well plate.Campuran tersebut selanjutnya dinkubasi selama 5 menit padasuhu ruang kemudian ditambahkan 50μL larutan NADPH. Kemudianserapannya diukur menggunakan spektrofotometer pada panjanggelombang 412 nm. Kadar GSH kemudian ditetapkan denganmenggunakan kurva standar GSH.
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BAB VII

HASIL IDENTIIKASI GEN Glutamate-Cystein Ligase (GCL) PADA

PASEIN TUBERKULOSIS PARU

Serangkaian kegiatan penelitian telah dilakukan untukmengetahui gambaran variasi (polimorfisme) gen enzim Glutamat-

Cystein Ligase (GCL) yaitu suatu enzim yang mengkatalisis sintesisGlutation. Enzim Glutamate-Cysteine Ligase (GCL) memilki duakomponen heterodimer yaitu sub unit katalitik (GCLC)  dan sub unitModulator (GCLM) yang masing-masing disandi oleh gen GCLC danGCLM. Gen GCLC merupakan gen yang mengekspresikan aktivitasenzim glutamate cysteine ligase yaitu enzim yang berperan aktifmenentukan kadar glutation (GSH) seluler, sedangkan gen GCLMmembantu memodulasi gen GCLC.Variasi genetik enzim GCL pasien TB paru perlu diketahui untukmelihat adanya sifat genetik yang berbeda pada individu dalam kondisiyang sama-sama terinfeksi oleh Mycobacterium tuberculosis tetapimemberikan respon perubahan BTA yang berbeda setelah terapi OAT.Pada daerah -129 promoter gen GCLC ditemukan adanyaperbedaan basa nukleotida dibandingkan dengan gen GCL normal.Urutan basa pada daerah promoter GCLC sesuai Gen Bank adalahGTGAC, karena berubah menjadi GTCAC maka pada posisi ini dipotongoleh enzim restriksi Tsp45I. Gambaran situs polimorfik pada daerahpromoter gen GCLC disajikan pada gambar 7.1.
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-1038 -918 -378 -356 -197

Gambar 7.1. Situs polimorfik pada daerah  promoter gen GCLC(modifikasi dari Oxford Biolab, 2008)
Genotip -129C/C pasien TB paru  ditemukan pada sebanyak 66orang pasien (64,1%) dan genotip -129C/T sebanyak 37 orang (35,9%)dan tidak ditemukan genotip -129T/T pada gen GCLCnya darikeseluruhan pasien 103 orang (Tabel 7.1)

Tabel 7.1. Frekuensi Genotip Gen GCLC

Frekuensi

Genotip

Gen GCLC Nilai p (Chi

Square test)

Frek (%)C/C Homozigot 66 64.1 0.000C/T Heterozigot 37 35.9Total 103 100Nilai p < 0,05

Hasil Uji Chi square menunjukkan bahwa terdapat perbedaanbermakna antara genotip C/C dengan genotip C/T gen GCLC dengannilai kemaknaan p=0,000 (p<0,05). Selanjutnya untuk mengetahuiproporsi atau prosentase alel C atau T pada lokus gen GCLC dilakukanperhitungan frekuensi alel (tabel 7.2). Hasil perhitungan frekuensi aleldapat digunakan untuk menentukan sifat lokus alel tersebut berada.Suatu lokus dikatakan bersifat polimorfik jika frekuensi alel yang

-129/T
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terbesar sama atau kurang dari 0.95. sebaliknya suatu lokus dikatakanbersifat monomorfik jika frekuensi alelnya yang terbesar melebihi 0,95.
Tabel 7.2 Frekuensi Alel C dan T gen GCLC

Indikator Genotip Frekuensi gen

CC CT TT TotalJumlah Individu 66 37 0 103Jumlah gen C 132 37 0 169 169/206 = 0,82Jumlah gen T 0 37 0 37 37/206 = 0,18Jumlah gen Total 132 74 0 206
Hasil perhitungan frekuensi alel C pada penelitian ini adalahsebesar 82% dan alel T sebesar 18% dengan demikian lokus bersifatpolimorfik. Proporsi lokus polimorfik pada suatu populasi seringkalidigunakan sebagai salah satu indeks keragaman genetik. Dengan katalain alel C berperan sebesar 82% terhadap aktivitas gen GCLCselebihnya adalah peran dari alel T sebesar  18%.  Selanjutnya dilakukanprediksi frekuensi genotip harapan dari frekuensi genotip sesungguhnya(tabel 7.3). Mengingat dalam suatu populasi yang bereproduksi secaraseksual, tiap anggota populasi diharapkan akan melakukan perkawinansecara acak. Dengan perkawinan semacam ini tiap genotip atau fenotipmemiliki peluang yang sama untuk saling bertemu dan selanjutnyaditeruskan pada generasi berikutnya dengan peluang yang sama. Namundemikian, kondisi semacam ini tidak selamanya dapat dipenuhi. Olehkarena itu dilakukan perhitungan antara frekuensi gen harapan danfrekuensi gen sesungguhnya untuk melihat bahwa frekuensi gen yang
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dihitung dengan cara tersebut di atas dapat dibandingkan denganproporsi frekuensi gen yang diharapkan.
Tabel 7.3 Frekuensi genotip harapan dan sesungguhnyaGenotip Frekuensi genotip harapan Harapan SesungguhnyaCC p2 = (0,82)2 = 0,67 x 103 69,26 66CT 2pq = 2(0,82) (0,18) = 0,295 x103 30,38 37

Frekuensi genotip harapan sudah sesuai dengan frekuesni genotipsesungguhnya.Beberapa produk PCR sampel TB paru telah dilakukanpemeriksaan sekuensing DNA untuk mengkonfirmasi hasil yang telahdiperoleh dari pemeriksaan PCR-RFLP. Sebanyak 6 sampel TB paruyang mewakili gen C/C dan C/T dikirim ke laboratorium PT. GenetikaScience Indonesias Jl. Duri Raya No. 5D Jakarta Barat, 11510, Indonesia.Pemeriksaan sekuensing dilakukan untuk mengetahui lebihmendalam perubahan nukleotida yang terjadi pada daerah promotergen GCLC, berdasarkan gen yang dikonfirmasi dari National Center forBiotechnology Information (NCBI Bethesda, MS, USA).Hasil sekuensing didapatkan dalam bentuk elektroforegram. Padaelektroforegram terdapat beberapa kurva dengan empat warnaberbeda. Warna biru menunjukkan basa sitosin (C), warna hitam basaguanine (G), warna hijau basa adenin (A) dan warna merah basa Timin(T). Pembacaan elektroforegram didasarkan pada warna kurva yangmembentuk puncak tertinggi. Jika terdapat satu kurva, makadiasumsikan bahwa pada posisi tersebut terdapat pasangan alelhomozigot. Jika terdapat dua puncak kurva yang memiliki tinggi relatif
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sama, maka pada posisi tersebut diasumsikan pasangan alelheterozigot.  Gambaran hasil sekuensing DNA disajikan pada gambar7.2 dan 7.3.
Homozigot C/C

Gambar 7.2. Elektroforegram hasil sekuensing gen GCLC homozigot C/C

Genotip Wild type A A C T G C G A C C C

Heterozigot C/T

Gambar V.5 Elektroforegram hasil sekuensing gen GCLC heterozigot C/T
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Wild type

Wild type A A C T G C G A C C C

Polimorfime A A C T G C/T G A C C C

Hasil PCR-RFLP yang telah dilakukan sudah sesuai dengan hasil yangdidapat melalui pemeriksaan sekuensing beberapa sampel yangmewakili sampel TB paru. Berdasarkan data hasil penelitian,perhitungan frekuensi alel dan gambaran sekuensing gen menunjukkanbahwa penelitian ini cukup polimorfik.Pada penelitian ini ditemukan rerata kadar glutation awal padasampel pasien TB paru dengan genotip C/C sebesar(0,0589±0,0402)mM dan pada sampel pasien TB paru dengan genotipC/T sebesar (0,0326±0,0192)mM, meskipun rerata kadar glutationawal secara umum di bawah normal (kadar glutation normal dalamdarah 5-8mM). Hal ini menunjukkan bahwa sampel pasein TB parudengan genotip C/C memiliki kadar glutation lebih tinggi daripadasampel pasien TB paru dengan genotip C/T. Hasil uji statistik Mann

Whitney menunjukkan terdapat perbedaan signifikan antara kadarglutation sampel pasien TB paru dengan genotip C/C dibanding dengansampel pasien TB paru dengan genotip C/T. Dengan demikian genotipC/T menyebabkan kadar glutation lebih rendah dibanding sampelpasien TB paru dengan genotip C/C.Adapun rerata kadar glutation akhir sampel pasien TB parudengan genotip C/C  adalah sebesar (0,0654±0,00389)mM dan reratakadar glutation akhir sampel pasien TB paru dengan genotip C/Tadalah sebesar (0,0260±0,0221). Rerata kadar glutation akhirdibanding rerata kadar glutation awal pada pasien TB paru dengangenotip C/C mengalami peningkatan, sedangkan rerata kadar glutationakhir pada sampel pasien TB paru dengan genotip C/T mengalami



63

penurunan dibanding rerata kadar glutation awal. Berdasarkan ujistatistik menunjukkan terdapat perbedaan signifikan rerata kadarglutation akhir pasien TB paru dengan genotip C/C dengan rerata kadarglutation akhir sampel pasien TB paru dengan genotip C/T. Hal inidapat diasumsikan bahwa sampel pasien TB paru dengan gen C/T tidakmemberikan perbaikan terhadap kadar glutation.Pada penelitian ini ditemukan adanya suatu polimorfisme -129/Tpada gen GCLC sampel pasien TB paru. Responden denganpolimorfisme ini diduga memiliki keretanan terhadap stres oksidatifyang menyebabkan rendahnya kadar glutation, sehingga adanya infeksi
Mycobacterium tuberculosis pada individu ini bila terapi obat kurangtepat dan adekuat menimbulkan keparahan penyakit TB.Adanya polimorfisme -129/T pada gen GCLC pasien TB parukemungkinan akan memberikan respon yang berbeda terhadap stresoksidatif dan terapi OAT dibanding dengan pasien dengan gen GCLCtanpa polimorfisme. Bila terjadi polimorfisme pada pasien TB parumaka kemungkinan yang terjadi antara lain kerentanan pasien TB paruterhadap stres oksidatif yang bermanifestasi pada keparahan penyakitTB paru seperti fibrosis paru dan kanker paru. tuberkulosis.Polimorfisme gen GCLC mempengaruhi respon pasien TB terhadapOAT, hal ini ditunjukkan dengan respon kesembuhan sputum BTA. Padapasien dengan polimorfisme menunjukkan bahwa penurunan BTApositif menjadi negatif kurang signifikan dibanding pasien TB parutanpa polimorfismePolimorfisme -129/T menekan peningkatan ekspresi gen GCLCdalam merespon stres oksidatif, dan hal tersebut kemungkinanmelemahkan aktivitas enzim untuk mensintesis GSH intraselulersebagai respon terhadap stres oksidatif. Liu et al (2007) melaporkanbahwa Polimorfisme -129/T pada daerah promoter gen GCLC
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menginduksi respon yang berbeda terhadap oksidan dan menurunkanproduksi glutation. Hal ini menyebabkan rendahnya kapasitasantioksidan pada sel paru dan menyebabkan peningkatan kerentananterhadap cedera oksidan pada Chronic Obstructive Pulmonary Disease(COPD). Peningkatan ekspresi GCLC menyebabkan peningkatan kadarGSH. Polimorfisme genetik pada gen yang mengkode enzim GCLCmenyebabkan gangguan sintesis glutation, sehingga merupakanpredisposisi seseorang pada peningkatan cedera selular terhadappengaturan stres oksidatif, dan berakibat peningkatan keparahanpenyakit serta memperburuk keluaran klinis (Le et al., 2010).Wang et al (2012) melaporkan bahwa polimorfisme gen GCLCsecara signifikan berhubungan dengan menurunnya ekspresi mRNAgen GCLC yang berhubungan dengan hipersensitivitas terhadapsulfamethoxazole (SMX), yaitu antibiotik yang digunakan untukpencegahan penyakit infeksi yang berhubungan dengan HIV/AIDS.Polimorfisme gen GCLC kemungkinan berhubungan dengan reaksiidiosinkratik obat yang disebabkan oleh pemberian obat-obatan.Polimorfisme pada promoter gen GCLC merupakan faktor risikopenyakit skizofrenia (Tosic et al, 2006; Gysin et al, 2007), stroke (Baum
et al, 2007), penyalahgunaan narkoba (Hashimoto et al., 2008),metabolisme karbon disulfida (Jonsson et al., 2007), diabetes mellitus(Bekris et al., 2007), dan asma (Polonikov et al., 2007).Polimorfisme GCLC terkait pula dengan patogenesis penyakitberilium kronis (Bekris et al., 2006). Selain itu, sejumlah studimenunjukkan bahwa polimorfisme pada promoter gen GCLCmempengaruhi risiko penyakit kardiovaskular (Koide et al, 2003;Campolo et al, 2007; Muehlhause et al., 2007).
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Penelitian oleh Sieldinski et al (2011) terhadap genotip GCLmenyimpulkan bahwa terdapat perbedaan dalam penyebaran alel GCLberdasarkan etnis dan populasi yang mempunyai proporsi tinggi alelGCL juga kemungkinan mempunyai peningkatan predisposisi terhadapatau mengenai insidensi beberapa penyakit metabolisme kronik,penyakit degeneratif, inflamasi dan penyakit autoimun. Polimorfismegenetik pada gen yang mengkode subunit katalitik terkait denganrendahnya kadar GSH in vitro dan berhubungan dengan kerentanandan keparahan terhadap penyakit tertentu (Yang et al., 2004)Sub unit katalitik (GCLC) merupakan penentu utama dariaktivitas seluler GCL, mengatur pada tingkat transkripsi dan pasca-transkripsi dalam menanggapi stres oksidatif (Griffith, 1999; Griffithdan Mulcahy, 1999; Rahman dan MacNee, 2000; Mulcahy, 2000). Subunit katalitik (GCLC) sering terinduksi dalam menanggapi adanya stresoksidatif namun dalam memediasi mekanisme transkripsi dan pascatranskripsi terdapat perbedaan tergantung tingkat induksinya (Liu et

al, 1998). Sementara itu peristiwa transkripsi selalu menyebabkanpeningkatan protein yang telah diterjemahkan.Ketika sel terpapar oleh oksidan, timbul peristiwa stres oksidatif(cekaman oksidatif) dan penurunan GSH, selanjutnya terjadipeningkatan regulasi oleh aktivasi elemen respon stres oksidatifterhadap  ekspresi gen GCL pada daerah promoter, sehinggamenyebabkan sintesis GSH yang berperan sebagaipelindung/mekanisme penyesuaian terhadap  stres oksidatif (Chao et

al., 1999; Rahman and MacNee, 1999; Mulcahy et al., 1997; Galloway et

al., 1997). Namun, bila terdapat polimorfisme pada gen GCL makaaktivitas GCL mengalami gangguan sehingga respon terhadap stresoksidatif menurun, sintesis terhadap GSH menurun dan akibatnyakadar GSH tubuh mengalami penurunan.
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Produksi GSH berhubungan dengan ekspresi gen GCLC, dimanamerupakan regulasi utama dalam transkripsi GSH (Hamilton et al.,2007). Polimorfisme genetik dalam pengkodean gen subunit katalitik(GCLC) dari enzim GCL dapat menyebabkan cacat pada sintesisglutation (Le et al., 2012). Polimorfisme 129C/T yang terletak di daerahpromoter gen GCLC telah dikaitkan dengan berkurangnya produksi GSH(Liu et al., 2007; Koide et al., 2003).Perubahan aktivitas enzim GCL bertanggung jawab atasperubahan  GSH sel dalam berbagai kondisi. Stres oksidatif yangdisebabkan oleh berbagai agen dan resistensi obat terhadap kultur seltumor merupakan dua kondisi yang berhubungan dengan peningkatankadar GSH sel, aktivitas GCL, mRNA GCLC dan transkripsi gen GCLC (Liu
et al , 1997).Kadar GSH plasma secara signifikan lebih rendah pada subyekdengan alel T dibanding mereka yang tanpa alel T, kemungkinan dapatmenurunkan produksi GSH intraseluler dan melemahkan responterhadap stres oksidatif, et al., 2003; Custodio et al., 2004).Walsh et al (2001) menyatakan bahwa trinukleotide yangberulang pada suatu polimorfisme (GAG) di wilayah 5'-untranslated (5'-UTR) dari mRNA GCLC manusia secara fungsional penting. Adanyapengurangan dalam jumlah pengulangan (GAG) akan mempengaruhikadar GSH dan menyebabkan seorang penderita menjadi resistenterhadap obat tumor. Sliedinski et al (2008) menyatakan bahwa alelTNR pada ulangan 8 GAG dan 9 GAS meningkatkan sensitivitas sel paruterhadap asap rokok akibat penurunan fungsi GCL dan rendahnyakadar GSH pada cairan epitel paru.Regulasi gen GCLC merupakan salah satu faktor utama yangmenentukan kadar GSH. Beberapa studi telah menunjukkan bahwapengaturan transkripsi dan pascatranskripsi gen GCLC dipengaruhi
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oleh agen-agen seperti obat-obatan, diet antioksidan, dll (Lu et al.,2000) Dengan demikian, polimorfisme pada -129T kemungkinanmenekan  ekspresi gen GCLC  untuk merespon adanya stres oksidatif.Bila ekspresi gen GCLC tertekan/terhambat, maka  respon terhadapstres oksidatif melemah. Akibat melemahnya respon terhadap stresoksidatif  maka produksi produksi GSH intraseluler mengalamipenurunan, sehingga menyebabkan peningkatan kerentanan terhadapinduksi oksidan yang menyebabkan kerusakan jaringan.Berbagai penelitian gen GCL pada penyakit yang terkait beberapapolimorfisme nukleotida tunggal telah teridentifikasi di dalampromoter gen GCL manusia. Hal ini juga dihubungkan denganpeningkatan kerentanan terhadap berbagai penyakit akibat stressoksidatif.Faktor-faktor risiko penyakit tuberkulosis seperti kondisi rumah,berdasarkan hasil uji statistik Spearman Correlation menunjukkanbahwa keadaan rumah tidak berhubungan dengan polimorfisme genGCL. Hal ini berarti bahwa kejadian polimorfisme gen GCL tidakdisebabkan oleh kondisi rumah yang tidak sehat mapun sehat.Polimorfisme terjadi karena adanya perubahan frekuensi gen.Perubahan frekuensi gen faktor utamanya adalah mutasi. Mutasi inimenghasilkan gen baru yang selanjutnya akan dipengaruhi oleh faktor-faktor lain seperti seleksi alam, migrasi dan drift genetic, akan tetap adaatau hilang pada populasi berikutnya.
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BAB VIII

PENUTUP

Proses identifikasi gen glutamate cystein ligase (gcl)  pada pasientuberkulosis paru adalah melaui isolasi dan purifikasi DNA gen gcl dananalisis  menggunakan metode PCR-RFLP dan analisis elektroforesisserta sekuensing hasil PCR-RFLP. Hasil identifikasi menunjukkanbahwa ditemukan variasi pada promoter gen GCLC di posisi -129T padapenderita tuberkulosis paru. Pada penelitian ini, promoter gen GCLCmenunjukkan target band terdeteksi positif pada sampel pasientuberkulosis paru yaitu pada 613 bp. Frekuensi polimorfisme genotipC/T gen GCLC adalah sebesar 35,97%. Kadar glutation sampel pasienTB paru tanpa polimorfisme (genotip C/C) mengalami peningkatansebesar 11%, sedangkan kadar glutation sampel pasien TB paru denganpolimorfisme (genotip C/T) mengalami penurunan sebesar  32%.Terdapat hubungan antara polimorfisme gen GCL dengan kadarGlutationBerdasarkan hasil penelitian ini dan beberapa kajian penelitiansebelumnya, maka dapat dijelaskan bahwa polimorfisme gen GCLmerupakan faktor risiko terhadap kerentanan stres oksidatif dankeparahan TB paru. Bila terjadi polimorfisme gen GCL maka terjadipenurunan kadar glutation. Manakala kadar glutation ini rendah makaterjadi peningkatan stres oksidatif Rendahnya kadar glutationmenyebabkan respon terhadap OAT lebih lambat, ditunjukkan denganmasih adanya konversi sputum BTA akhir positif (+) pada pasien TBparu dengan polimorfisme gen GCL.Oleh karena itu, dalam penatalaksanaan pasien TB paru yangmemiliki polimorfisme gen GCL perlu penanganan lebih intensif,melalui pemberian obat antituberkulosis yang adekuat, disertai dengan
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pemberian antioksidan eksogen yang sesuai, dan pemberian suplemenyang mengandung glutation seperti flavonoid khususnya jenisquercetin dari ekstrak bawang bombay (onion), kaemferol dan apigeninmeningkatkan konsentrasi glutation (GSH) melalui aktivasi ekspresiGCLC promoter. Flavonoid dan polypenol juga dapat meningkatkanproduksi Glutathion melalui pengaruhnya terhadap ekspresi substratyang diperlukan untuk sintesa glutation seperti CT cystine antiporter,
gamma-glutamylcysteine synthetase (glutamate cysteine liagse) and
glutathione synthase. Ekstrak bawang onion dan quercetin, dapatmeningkatkan konsentrasi intraseluler glutation sampai kira-kira 50%nya. Hal ini diharapkan dapat mengurangi kerentanan pasien TB paruterhadap stres oksidatif, mecegah keparahan TB paru dan mencegahberulangnya kembali pasien terinfeksi oleh Mycobacterium tuberculosisdan diharapkan kesembuhan pasien Tb paru secara permanen
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GLOSSARIUMGlutation (GSH) : (γ-glutamil sisteinil glisin) merupakan tripeptida yangterdiri dari glutamat, sisten dan glisin
enzim glutamate cystein ligase : Enzim yang mengkatalisis sintesisglutation (GSH)apopotosis : mekanisme biologi yang merupakan salah satu jeniskematian sel terprogram. Apoptosis digunakan olehorganisme multisel untuk membuang sel yang sudahtidak diperlukan oleh tubuh.proliferasi : fase sel saat mengalami pengulangan siklus sel tanpahambatan. Proliferasi berbeda dengan mitosis. Istilahproliferasi sering digunakan pada hepatosit dalamkonteks penggantian massa parenkima hati yanghilang akibat proses detoksifikasi, radang atauimunitas, dan digunakan pada sel B dan sel T padasaat kedua jenis sel ini distimulasi oleh ekspresimolekul antigendetoksifikasi : lintasan metabolisme yang mengurangi kadar racun didalam tubuh, dengan penyerapan, distribusi,biotransformasi dan ekskresi molekul toksin.[antioksidan : molekul yang mampu memperlambat atau mencegahproses oksidasi molekul lain. senyawa yang melindungisel melawan radikal bebas, seperti oksigen singlet,superoksida, radikal peroksil, radikal hidroksil danperoxynitrite.
Oksidasi : reaksi kimia yang dapat menghasilkan radikal bebas,sehingga memicu reaksi berantai yang dapat merusak
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sel. Antioksidan seperti tiol atau asam askorbat(vitamin C) mengakhiri reaksi berantai ini.xenobiotik : Xenos yang artinya asing, yaitu zat asing yang masuk dalamtubuh manusia. Contoh: obat obatan, insektisida, zat kimiatambahan pada makanan (pemanis, pewarna, pengawet)dan zat karsinogen lainya.karsinogen : zat yang menyebabkan penyakit kanker. Zat-zatkarsinogen menyebabkan kanker dengan mengubah asamdeoksiribonukleat (DNA) dalam sel-sel tubuh, dan hal inimengganggu proses-proses biologis.
Reactive oxygen species/ROS : radikal bebas yang berupa oksigen danturunannya yang sangat reaktif. Radikal bebas tersebutdapat menyebabkan kerusakan oksidatif terhadapmolekul protein, DNA, lemak membran sel, dankomponen sel atau jaringan yang lainBiomarker : Zat, struktur, atau proses yang bisa diukur dalam tubuhatau produk-produk serta pengaruhnya ataumemprediksikan kejadian dampak atau penyakit.Biomarker bisa dikelompokkan sebagai penandaketerpaparan, penanda efek, dan penanda kerentananStres oksidatif : keadaan di mana jumlah radikal bebas di dalam tubuhmelebihi kapasitas tubuh untuk menetralkannya.Akibatnya intensitas proses oksidasi sel-sel tubuh normalmenjadi semakin tinggi dan menimbulkan kerusakanyang lebih banyak.Polimofisme : Keanekaragaman urutan basa pada DNA. ketika dua ataubeberapa fenotip yang berbeda ada dalam populasi suatuspesies - atau, dalam kata lain, kemunculan lebih dari satu

bentuk. Agar dapat disebut sebagai polimorfisme, bentuk-bentuk tersebut harus berada dalam habitat yang sama pada
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waktu yang sama dan tergolong dalam populasi panmiktik(perkawinan acak).
Single nucleotide polymorphism : (SNPs) merupakan perubahangenetik atau  variasi yang dapat ditemukan pada

sequenzing DNA manusiaPCR merupakan teknik amplifikasi DNA yang diinginkan secara in vitropada daerah spesifik yang dibatasi oleh dua buahprimer oligonukleotida dengan bantuan enzim
polymerase.Primer oligonukleotida yang mempunyai sekuen yang identik dengansalah satu rantai DNA cetakan pada ujung 5’-fosfat, danoligonukleotida yang kedua identik dengan sekuenpada ujung 3’-OH rantai DNA cetakan yang lain.Enzim Taq DNA polymerase adalah suatu enzim yang bersifatthermostabil yang diisolasi dari Thermus

aquaticus.DNA polymerase adalah enzim yangmengkatalisis polimerasi DNA
Polymerase Chain Reaction Fragment length Polymorphism (PCR-RFLP)adalah adalah salah satu teknik pertama yang secaraluas digunakan untuk mendeteksi variasi pada tingkatsekuen DNAElektroforesis merupakan suatu metode pemisahan molekul yangmenggunakan medan listrik (elektro) sebagaipenggerak molekul dan matriks penyangga berpori(foresis)ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) atau nama lainnya enzyme

immunoassay (EIA) merupakan teknik biokimia yangbanyak digunakan di bidang imunologi untuk
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mendeteksi adanya antibody atau antigen pada suatusampel
Promoter gen : Promoter inti (bahasa Inggris: core promoter, RNA

polymerase II core promoter) adalah area pada gen sel

eukariota yang disebut pulau CpG, yang terdiri dari kotak

TATA, INR, kotak GC, kotak CCAAT BRE, MTE, DCE

dan DPE. Promoter inti merupakan tempat awal terjadinya

proses transkripsi oleh RNA polimerase II dan tempat

proses transkripsi tersebut dikendalikan. Hingga saat ini,

hanya kotak TATA dan INR yang dapat mengarahkan

proses inisiasi transkripsi oleh RNA polimerase II dengan

akurat. Promoter ini dapat menginisiasi dua jenis

transkripsiPrimer : Primer adalah sepasang DNA utas tunggal atau oligonukleotidapendek yang menginisiasi sekaligus membatasi reaksipemanjangan rantai atau polimerisasi DNA.EDTA : Asam Etilen Diamin Tetraasetat Ethylenediaminetetraacetic acid,disingkat EDTA) adalah asam kompleks, berupa asamkarboksilat poliamino yang biasa digunakan sebagaiagensia pengkelat atau ligan beberapa ion atau unsurlogam, terutama Fe3+ dan Ca2+.
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INDEKS
Alel, viii, 32, 35, 36, 67antioksidan, iv, v, 11, 12, 14, 16, 17,24, 27, 39, 40, 41, 44, 45, 72, 75,78, 95, 101asam amino, 10, 13, 18, 20, 21, 22,25, 26, 29, 31, 38Biosintesis, vi, 17, 20, 27enzim, iv, v, vi, 10, 12, 13, 14, 16,18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 27,28, 30, 31, 32, 36, 37, 38, 39, 41,43, 50, 54, 56, 57, 58, 64, 65, 66,72, 73, 74, 75, 100, 103
fenotip, 13, 34, 36, 38, 68, 102
gen, iv, v, vi, viii, ix, 11, 12, 13, 14,15, 16, 17, 20, 27, 28, 30, 31, 32,33, 34, 36, 37, 38, 39, 52, 53, 57,58, 61, 62, 65, 66, 67, 68, 69, 70,71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 99,100, 103glisin, iv, 10, 19, 20, 21, 23, 24, 30,100glutamate, iv, v, vi, 10, 12, 13, 14,17, 18, 20, 26, 28, 30, 52, 53, 66,77, 78, 82, 83, 85, 87, 89, 90, 91,92, 97, 98, 99, 100

Glutamate cysteine ligase, vi, 30, 31,80, 81glutation, iv, v, 10, 11, 12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,24, 25, 26, 27, 29, 30, 38, 40, 41,42, 44, 45, 46, 48, 49, 51, 66, 71,72, 73, 74, 77, 78, 95, 100gugus amina, 10hidrolisis, 10, 20, 26Kromosom, ix, 31
lokus, 32, 34, 35, 36, 67, 68
nukleotida, 33, 35, 53, 55, 58, 66,69, 76
Polimorfisme, v, vi, ix, 13, 14, 17, 32,35, 36, 37, 38, 39, 58, 72, 73, 74,76, 85, 86, 98, 100
polipeptida, 30
radikal bebas, iv, 10, 14, 15, 30, 39,40, 41, 43, 45, 101, 102reaksi redoks, 25sistein, iv, 10, 11, 18, 19, 20, 21, 23,24, 30, 31, 40, 46, 50stres oksidatif, v, 14, 15, 16, 29, 39,42, 48, 49, 72, 73, 74, 75, 77, 78


