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Abstrak

Polimorfisme genetik CYP1A2 berkaitan dengan metabolisme teofilin sehingga dapat memengaruhi
kadar obat dalam darah serta berpengaruh terhadap kejadian adverse drug reaction (ADR) dan outcome
klinis terapi asma. Frekuensi polimorfisme CYP1A2 diketahui bervariasi antar etnis. Diduga populasi
Indonesia memiliki frekuensi varian gen CYP1A2*1F yang tinggi. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui profil polimorfisme gen CYP1A2*1F pada sampel nonasma dan asma di Indonesia dengan
populasi lain berdasarkan literatur. Pengambilan data dilakukan pada Januari—Juni 2014. Sampel darah
diperoleh dari 29 orang nonasmadan 16 pasien asma. Setelah dilakukan ekstraksi DNA genomik kemudian
ditentukan polimorfisme gen CYP1A2*1F dengan metode PCR-RFLP. Hasil penelitian ini menunjukkan
bahwa polimorfisme gen CYP1A2*1F pada sampel nonasma adalah 10,35% (3/29) untuk C/C, 37,93%
(11/29) untuk C/A dan 51,72% (15/29) untuk A/A. Pada penderita asma frekuensi distribusi genotip C/A
sebesar 81,25% (13/16) dan A/A sebesar 18,75% (3/16). Tidak terdapat perbedaan signifikan (p=0,276)
frekuensi alel antara sampel nonasma dan pasien asma. Frekuensi gen CYP1A2*1F pada populasi
Indonesia lebih besar dibandingkan dengan populasi Mesir, Jepang, dan Inggris akan tetapi lebih rendah
dibandingkan dengan Malaysia. Oleh karena itu, dapat disimpulkan tidak terdapat perbedaan frekuensi.

Kata kunci: Asma, CYP1A2*1F, polimorfisme genetik

Pilot Study on Genetic Polymorphisms CYP1A2*1F on Asthma Patients

and Nonasthma in Indonesia

Abstract

Genetic polymorphisms of CYP1A2 is related to the theophylline metabolism that may affect drug levels
in the blood, which can also affect incidence of adverse drug reaction (ADR) and clinical outcomes of
asthma therapy. The frequency of CYP1A2 polymorphism is known to vary among ethnic. Allegedly the
Indonesian population has high frequency of gene variants of CYP1A2*1F. This study aims to determine
the profile of CYP1A2*1F gene polymorphism in a sample of nonasthma and asthma in Indonesia with
other populations based on the literature. Data were taken on January—June 2014. Blood samples were
obtained from 29 nonasthma samples and 16 patients with asthma. After extraction of genomic DNA,
CYP1A2*1F gene polymorphisms determined by PCR-RFLP. The results of this study indicate that the
CYP1A2*1F gene polymorphism in nonasthma samples was 10.35% (3/29) for C/C, 37.93% (11/29)
for the C/A, and 51.72% (15/29) for A/A. The asthmatics genotype have a frequency distribution of C/A
genotype of 81.25% (13/16) and A/A of 18.75% (3/16). There was no significant difference (p=0.276)
allele frequencies between samples of nonasthma and asthma patients. The frequency of CYP1A2*1F
gene in Indonesian population is higher than the population of Egypt, Japan, and UK, but lower compared
to Malaysia. It can be concluded that there is no difference in frequency.
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Pendahuluan

Asma merupakan penyakit inflamasi kronis
akibat hiperreponsif saluran pernapasan yang
sering disertai gejala bersin, sesak napas, rasa
berat di dada, dan batuk. Asma termasuk ke
dalam 10 besar penyakit di Indonesia. Asma
merupakan penyakit kronis maka terkadang
membutuhkan pengobatan jangka panjang
yang bertujuan untuk menjaga gejala asma
tetap terkontrol sehingga mempertahankan
kualitas hidup pasien.!

Salah satu pengobatan asma yang sering
digunakan masyarakat di Indonesia adalah
golongan metilsantin, yaitu teofilin serta
aminofilin (prodrug dari teofilin) dan bahkan
digunakanpadapenangananeksaserbasiasma.
Teofilin dan aminofilin termasuk ke dalam
Daftar Obat Essensial Nasional (DOEN) pada
tahun 2011.2 Harga teofilin dan aminofilin di
pasaran cenderung terjangkau dan diproduksi
untuk penggunaan OTC (over-the-counter)
sebagai obat bebas terbatas yang banyak
digunakan masyarakat tanpa resep dari dokter
sehingga efek penggunaan obat tersebut tidak
dapat dimonitoring oleh tenaga kesehatan.

Teofilintelahjarang digunakansebagaiobat
asma di luar negeri karena banyaknya laporan
adversedrugreaction(ADR).*"Teofilinhanya
direkomendasikan sebagai terapi tambahan
untuk meningkatkan efektivitas dari terapi.!
Berbeda dengan Indonesia, kejadian ADR
teofilin pada pasien jarang ditemukan.® "

Efek dari ADR suatu obat dapat bersifat
individual. Faktor genetik merupakan salah
satu faktor penyebab respon yang berbeda
dan diperkirakan faktor genetik berkontribusi
pada rentang 20-95% untuk obat berbeda.'*!?
Oleh karena itu, diperlukan penelitian yang
lebih lanjut mengenai farmakogenomik untuk
mengetahui efek obat yang dipengaruhi oleh
genetik karena respons obat dapat ditentukan
oleh hubungan antara genotipe.'*'"” Beberapa
studiterdahuluterhadapras yangberbedatelah
menunjukkan bahwa efek polimorfisme gen

CYP1A2 memengaruhi metabolisme teofilin
pada pasien asma yang menggunakan teofilin
atau aminofilin sebelumnya sehingga akan
memengaruhi kadar teofilin dalam darah.!”'®
Hal ini dapat memengaruhi keamanan obat
tersebut dan risiko terhadap terjadinya ADR.
Identifikasi dan karakterisasi sejumlah besar
polimorfisme genetik (biomarker) dalam
enzim metabolisme obat dan transporter
obat dalam etnis berbagai kelompok individu
dapat memberikan pengetahuan substansial
tentang mekanisme antarindividu dalam
menanggapi obat.?’ Sebagian besar penelitian
mengenai ADR dari teofilin dilakukan pada
pasien asma yang banyak menggunakan
sampel pasien asma dari ras kaukasian yang
berbeda dengan ras asia.>>?!

Diduga populasi di Indonesia memiliki
frekuensi varian dari gen CYP1A2*1F dan
CYP1A2*1D yang tinggi. Populasi Indonesia
berisiko mengalami kejadian ADR akibat
teofilin dengan tingkat sedikit dan ringan.”'?
Hal ini kemungkinan dikarenakan populasi
di Indonesia memiliki varian gen CYP1A2*
sehingga teofilin lebih cepat tereliminasi.
Tujuan dari penelitian ini adalah mengetahui
perbedaan pada polimorfisme genetik gen
CYP1A2*1F pada pasien asma dan nonasma
yang dapat digunakan untuk pertimbangan
dalam memprediksi efek obat baik ADR
maupun outcome klinis pada pasien asma di
Indonesia yang menggunakan teofilin dan
aminofilin.

Metode

Penelitian ini merupakan penelitian potong
lintang dengan dua kelompok, yaitu kelompok
uji (pasien dengan asma) dan kontrol (pasien
nonasma). Variabel pada penelitian ini adalah
polimorfise dari gen CYP1A2*1F. Penelitian
ini dilakukan di Laboratorium Purifikasi dan
Biologi Molekuler, Fakultas Teknobiologi,
Universitas Surabaya, Surabaya. Pengambilan
data dilakukan pada Januari—Juni 2014.
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Sampel penelitian adalah yang memenuhi
kriteria inklusi dan eksklusi. Kriteria inklusi
yaitu berusia dewasa (>18 tahun),”? warga
negara Indonesia, dan bersedia menjadi subjek
penelitian. Kriteria eksklusi yaitu hamil atau
menyusui atau menggunakan kontrasepsi oral
karena hormon estrogen pada wanita dapat
memengaruhi aktivitas CYP1A2,* memiliki
gangguan fungsi renal, gangguan fungsi hati,
hipertiroid atau hipotiroid, congestive heart
failure, dan memiliki gangguan pernapasan
selain asma yang dapat memengaruhi gejala
asma yang dimiliki. Total sampel darah
yang diperoleh berjumlah 45 yang berasal
dari 16 orang dengan penyakit asma dan 29
orang nonasma. Sebanyak 45 subjek terdiri
dari beberapa ras yang berbeda, yaitu Jawa
(41), Madura (1), Tionghoa (1), India (1),
dan Minang (1). Etnisitas dari seluruh subjek
ditentukan dari satu generasi dan dikonfirmasi
dengan kuisioner dan wawancara.

Pengambilan darah dilakukan dengan
menggunakan syringe. Volume darah yang
diambil sebanyak 2 mL. Darah yang diambil
dimasukkan ke dalam microcentrifuge tube
yang telah berisi EDTA sebagai antikoagulan.
Microcentrifuge tube dihomogenkan untuk
mencampurkan darah yang diperoleh dengan
EDTA. Sampel darah disimpan pada suhu -80
°Cdandikondisikan dingin selama digunakan.

DNA genomik diekstraksi dari sel darah
dari setiap subjek dengan metode yang sesuai
manual Quick-gDNA™ Blood MiniPrep
(ZymoResearch). Hasil dari proses ekstraksi,
amplifikasi, dan pemotongan dengan enzim
restriksi lalu divisualisasikan menggunakan
metode elektroforesis. Produk dari setiap
tahapan tersebut lalu dimigrasikan melalui
gel agarose dengan konsentrasi 0,8% dengan
marker 1 kb untuk hasil ekstraksi dan 2%
dengan marker 100 bp untuk hasil PCR dan
RFLP. Proses elektroforesis dijalankan selama
60 menit dengan voltasi 100 volt. Deteksi
DNA dalam gel dilakukan dengan metode
staining dalam larutan etidium bromide.

10

Teknik PCR-RFLP ini digunakan untuk
mengidentifikasi polimorfisme genomik DNA
pada 5-flanking region dan intron pertama
dari gen CYP1A2. Produk PCR dan hasil
restriksi dielektroforesis pada gel agarosa
2%. Sebelum dilakukan amplifikasi fragmen
gen CYP1A2, terlebih dahulu dilakukan
optimasi suhu penempelan primer dengan
menggunakan metode gradient PCR dengan
gradient suhu penempelan yaitu 57;57,8;58,4;
59,8; 60,4 °C. Range suhu dipilih berdasarkan
suhu yang telah dicantumkan oleh supplier
primer, primer memiliki melting point 53,4 °C.

DNA genomik dari masing-masing subjek
digunakan sebagai template pada reaksi PCR.
Reaksi PCR dilakukan dalam campuran
reaksi PCR GoTaq Green 2x Master mix PCR
(Promega). Kesesuaian posisi primer forward
613 sampaidengan 623 danreverse 855 sampai
dengan 836 seperti yang telah digunakan
pada penelitian sebelumnya oleh Uslu et al.'”

Produk PCR masing-masing lalu dipotong
dengan enzim restriksi Apal (Promega)."’
Reaksi pemotongan diinkubasi selama 2 jam
pada suhu 37 °C dan diinaktivasi selama 15
menit pada suhu 65 °C. Polimorfisme ditandai
dengan dapat atau tidaknya produk PCR
dipotong oleh enzim restriksi berdasarkan
pada tipe polimorfisme, yaitu tipe C jika dapat
dipotong dan tipe A jika tidak dapat dipotong.

Pengujianstatistikdilakukanmenggunakan
uji Chi-Square dengan IBM SPSS versi 21
untuk mengetahui perbandingan distribusi
alel antara sampel nonasma dan penderita
asma, populasi Indonesia dan populasi lain,
maupun antar gender.

Hasil

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui
polimorfisme pada gen CYP1A2*1F sehingga
dapat dilakukan tindakan pencegahan ADR
teofilin pada penderita asma di Indonesia.
Total sampel penelitian ini adalah sebanyak
45 orang yang terdiri dari 29 orang sampel
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Tabel 1 Distribusi Genotip dan Alel Gen CYP1A2*1F pada Nonasma dan Penderita Asma di

Indonesia
Nonasma Penderita Asma
Polimorfisme
Jumlah Frekuensi Jumlah Frekuensi
(n) (n)

Wild type homozigot C/C 3 10,35% (3/29) 0 0,00% (0/16)
Genotip  Heterozigot C/A 11 37,93% (11/29) 13 81,25% (13/16)

Mutan type homozigot A/A 15 51,72% (15/29) 3 18,75% (3/16)
Alel C 17 29,31% (17/58) 13 40,62% (13/32)

A 41 70,69% (41/58) 19 59,38% (19/32)

nonasma dan 16 pasien asma. Selain dari hasil
analisis genotip, data lain yang menunjang
penelitian ini diperoleh dari hasil kuesioner
dan wawancara. Profil polimorfisme gen
CYP1A2*1F pada sampel nonasma dan
penderita dengan asma ditunjukkan pada
Tabel 1. Frekuensi dari genotip CYP1A2*1F
pada sampel nonasma diketahui 3/29 untuk
wild type homozigot (C/C), 11/29 untuk
heterozigot (C/A), dan 15/29 untuk mutan
type homozigot (A/A). Frekuensi alel dari
alel C (CYP1A2*1A) sebesar 17/58 dan alel
A (CYP1A2*1F) sebesar 41/58.

Pada pasien dengan asma diketahui bahwa
frekuensi dari genotip wild type homozigot
(C/C), heterozigot (C/A), dan mutan #ype
homozigot (A/A) adalah 0/16, 13/16, dan
3/16. Frekuensi alel sebesar 13/32 untuk C
dan 19/32 untuk A. Frekuensi alel C dan A
antara sampel nonasma dan penderita asma
tidak berbeda signifikan (p=0,276, p>0,05).
Distribusi genotip dan alel gen CYP1A2*1F
pada sampel nonasma dan penderita asma
dapat dilihat pada Tabel 1.

Polimorfisme pada gen CYPl1A2*1F

dan tingkat kontrol asma pada pasien asma
ditampilkan pada Tabel 2. Polimorfisme pada
16 pasien asma terbagi menjadi 13 orang yang
memiliki genotip heterozigot dan 3 orang
memiliki genotip mutan #ype homozigot.
Setiap pasien asma mengisi kuisioner Asthma
Control Test (ACT) untuk mengetahui tingkat
pengontrolan asma dan penggunaan terapi
teofilin. Tingkat pengontrolan asma diketahui
dari skor ACT yang diperoleh.

Skor ACT pada 13 orang dengan genotip
heterozigot diperoleh bahwa 31% diantaranya
memperoleh skor ACT dibawah 20 yang
menandakan tingkat pengontrolan asma tidak
baik dan sebanyak 69% sisanya memiliki
skor 20 atau lebih yang menandakan tingkat
pengontrolan asma yang baik. Sebanyak 3
orang dengan genotip mutan fype homozigot,
sebanyak 67% memiliki tingkat pengontrolan
asma yang tidak baik dan 33% memiliki
tingkatpengontrolanasmayangbaik (Tabel 2).

Pembahasan

Gen CYP1A2*1F tidak berhubungan secara

Tabel 2 Polimorfisme Gen CYP1A2*1F dan Tingkat Kontrol Asma pada Tiap Sampel Pasien Asma

Polimorfisme Gen CYP1A2*1F

Asthma Control Test (ACT ; Total
( ) Wild t).)p ¢ Heterozigot Mutan ty pe
homozigot homozigot
Terkontrol dengan baik (>20) 0 9 (69%) 1 (33%) 10
Terkontrol dengan baik (>20) 0 4 (31%) 2 (67%) 6
Total 0 13 3 16

11



Jurnal Farmasi Klinik Indonesia

Volume 4, Nomor 1, Maret 2015

Tabel 3 Distribusi Alel Gen CYP1A2*1F pada Populasi Indonesia dan Populasi Lain

Alel
C A
Indonesia Jumlah 17 41
Frekuensi 29,3% (17/58) 70,7% (41/58)
Mesir Jumlah 135 289
Etnis Frekuensi 31,8% (135/424) 68,2% (289/424)
Jepang Jumlah 123 195
Frekuensi 38,7% (123/318) 61,3% (195/318)
Malaysia Jumlah 17 61
Frekuensi 21,8% (17/78) 78,2% (61/78)

langsung dengan penyakit asma, akan tetapi
lebih berhubungan dengan cara metabolisme
teofilin sebagai obat asma. Oleh karena itu,
seseorang dengan gen CYPIA2*I1F tidak
dapat dikatakan berisiko lebih rendah terkena
penyakit asma, namun seseorang dengan gen
CYPIA2*1F memiliki aktivitas CYP1A2
yang tinggi sehingga dapat mengeliminasi
teofilin lebih cepat dan menurunkan risiko
ADR. Pada Chronic Obstructive Pulmonary
Disease (COPD), menurut Uslu et al.,"”
pasien COPD memiliki gen CYP1A2*1D dan
CYP1A2*1F yang lebih tinggi dibandingkan
dengan pasien nonCOPD. Oleh karena itu,
varian gen tersebut kemungkinan dapat
dideskripsikan sebagai faktor risiko tinggi
untuk COPD.

Polimorfisme untuk gen CYP1A2*1F

B Indonesia

C

FREKUENSI (%)

m Mesir

pada sampel nonasma dan pasien asma di
Indonesia ditunjukkan pada Tabel 1. Sampel
nonasma memiliki frekuensi CYP1A2*1F
lebih tinggi dibandingkan pasien asma. Data
tersebut menunjukkan bahwa pada sampel
nonasma, aktivitas CYP1A2 lebih tinggi
daripada pasien asma (Gambar 1). Penduduk
Indonesia memiliki frekuensi CYP1A2*1F
yang tinggi. Berdasarkan data yang diperoleh
pada penelitian ini, diketahui bahwa frekuensi
CYP1A2*1A dibandingkan CYP1A2*1F
adalah 29,3%:70,7%. Hal ini dimungkinkan
berhubungan dengan tingkat kejadian ADR
oleh teofilin yang rendah di Indonesia terkait
dengan efek dari polimorfisme CYP1A2*1F
yang dapat meningkatkan aktivitas CYP1A2
sehingga eliminasi dari teofilin menjadi lebih
cepat.’* Namun untuk mengetahui hubungan

Jepang ™ Malaysia

ALLELE
Gambar 4 Persentase Distribusi Alel Gen CYP1A2*1F pada Populasi Indonesia dan Populasi Lain
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gen CYPIA2*1F dengan tingkat ADR oleh
teofilin tersebut perlu dilakukan penelitian
lebih lanjut terkait aktivitas CYPIA2 dan
metabolisme teofilin serta keterkaitannya
dengan profil genotip (Tabel 1).

Terdapat 3 orang dari 16 pasien asma
yang pernah melakukan terapi asma dengan
menggunakan teofilin, yaitu sampel nomor 5,
12, dan 15. Ketiga orang ini memiliki genotip
heterozigot, tapi menunjukkan respons yang
berbeda terhadap terapi asma menggunakan
teofilin. Respons berbeda yang ditunjukkan
dari ketiga sampel kemungkinan dikarenakan
genotip yang dimiliki adalah heterozigot.
Penggunaan teofilin sebagai terapi asma pada
sampel nomor 5 tidak menimbulkan ADR,
tapi efek terapinya pun tidak optimal. Efek
terapi pada sampel nomor 5 menunjukkan
bahwa aktivitas CYP1A2 tinggi sehingga
teofilin dalam tubuh tereliminasi terlebih
dahulu sebelum memberikan efek terapi.

Gen CYP1A2*1F telah dilaporkan dapat
meningkatkan aktivitas CYP1A2. Penelitian
yang dilakukan Basvi et al.,** menunjukkan
hasil yang sama, yaitu hubungan antara
CYP1A2*1F dengan lebih tingginya aktivitas
CYP1A2 baik pada heterozigot maupun
homozigot daripada alel CYP1A2*1A yang
terlihat dari lebih tingginya rasio metabolisme
kafein.

Pada kasus pengobatan, pembawa alel
CYP1A2*1F akan memiliki kemampuan
yang lebih tinggi untuk mengeliminasi obat
yang merupakan substrat dari CYP1A2 yang
menyebabkan rendahnya konsentrasi obat
dan mengakibatkan kegagalan terapi. Sampel
nomor 12 menunjukkan terjadi kontraindikasi
terhadap teofilin dengan timbulnya reaksi
alergi. Reaksi alergi yang timbul pada sampel
tersebut menunjukkan bahwa sampel nomor
12 kemungkinan alergi terhadap teofilin atau
bahan lain yang terdapat dalam obat.

Pada sampel bernomor 15, penggunaan
teofilin menimbulkan ADR berupa tremor
dan jantung berdebar. Tremor dan jantung
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berdebar merupakan ADR yang sering
terjadi pada pasien yang memperoleh terapi
teofilin.” Teofilin merangsang sistem saraf
tingkat korteks cerebral yang salah satunya
menyebabkan tremor (Tabel 2). Beberapa
penelitian terdahulu menunjukkan perbedaan
frekuensi gen CYP1A2 pada etnis yang
berbeda.?*?’

Populasi yang digunakan sebagai populasi
pembanding pada penelitian ini berasal dari
populasi etnis Asia (Jepang dan Malaysia),
etnis Afrika (Mesir), dan etnis Caucasian
(Inggris). Distribusi frekuensi CYP1A2*1F
untuk populasi Indonesia, Mesir, Jepang,
dan Malaysia ditunjukkan pada Tabel 2
(data populasi Inggris tidak tersedia). Jika
dibandingkandengan antaretnis Asia, populasi
Indonesia memiliki frekuensi CYP1A2*1F
yang lebih tinggi daripada populasi Jepang
(70,7%:61,3%), akan tetapi lebih rendah
daripada populasi Malaysia (70,7%:78,2%).
Populasi Indonesia juga memiliki frekuensi
CYP1A2*1F yang lebih tinggi daripada etnis
Afrika yaitu populasi Mesir (70,7%:68,2%).
Perbandingan populasi Indonesia dengan
populasi Mesir, Jepang, dan Malaysia tidak
menunjukkan perbedaan yang signifikan
(p>0,05) berdasarkan uji chi-square (secara
berurutan, 0,697; 0,175; 0,317). Sache et
al.,** melaporkan frekuensi CYPIA2*1F di
populasi Inggris sebesar 33,3%. Frekuensi
tersebut lebih rendah daripada populasi
Indonesia yang mencapai 70,7%. Penelitian
denganjumlah sampel yanglebih banyak perlu
dilakukan untuk mengonfirmasi hasil yang
telah diperoleh pada penelitian ini (Tabel 3).

Keterbatasan penelitian ini adalah adanya
beberapa variabel yang tidak dikendalikan,
seperti faktor yang dapat memengaruhi
polimorfisme gen CYP1A2 seperti pola hidup
(merokok), penggunaan obat-obatan tertentu,
dan penyakit.?**

Disarankan untuk menggunakan sampel
dengan jumlah yang lebih banyak dan cakupan
wilayah yang lebih luas untuk memperkuat
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analisis secara statistik serta dilakukan
analisis varian lain dari gen CYP1A2 untuk
mengetahui hubungan antar varian CYP1A2.
Selain itu, perlu diteliti lebih lanjut mengenai
hubungan polimorfisme gen CYPIA2 yang
berkaitan dengan penyakit lain, seperti
pengaruh dari pola hidup merokok dengan
penyakit jatung koroner terkait polimorfisme
gen CYP1A2.%° Selain hubungannya dengan
penyakit, polimorfisme gen CYP1A2 juga
dapat digunakan untuk indikator terjadinya
ADR pada obat lain, seperti antidepresan
escitalofam.’!

Simpulan

Frekuensi distribusi genotip pasien asma
terdiri dari heterozigot (C/A) sebesar 81,25%
dan mutan type homozigot (A/A) sebesar
18,75%, dengan frekuensi alel C sebesar
40,62%, dan alel A sebesar 59,38%. Frekuensi
alel antara sampel nonasma dan pasien asma
tidak berbeda signifikan.
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