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Abstrak

Penderita sindrom Down (SD) sering mengalami gangguan sistem imun, yang
menyebabkan kerentanan terhadap infeksi, tingginya angka kesakitan dan kematian.
Polimorfisme gen TNF-a -308G>A berkaitan dengan peningkatan kerentanan terhadap infeksi.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui polimorfisme gen TNF-a -308G>A pada penderita
SD di Semarang. Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif, dengan jumlah sampel 68
orang (34 penderita SD dan 34 kontrol) yang ada di laboratorium CEBIOR. Pemeriksaan
polimorfisme gen ini dilakukan dengan menggunakan metode PCR-RFLP dan enzim retriksi
Ncol serta dielektroporesis pada gel agarose 2%. Polimorfisme gen TNF-a -308G>A pada
penderita SD didapatkan 4,4%, sedangkan pada kelompok kontrol 2,9%. Polimorfisme gen
TNF-a -308G>A pada penderita SD ditemukan di daerah ini lebih rendah dibandingkan dengan
tempat lain. Kemungkinan adanya perbedaan etnik mempengaruhi kejadian polimorfisme gen
TNF-a pada populasi di Indonesia dibandingkan dengan populasi di Caucasia.
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Abstract

People with Down syndrome (DS) often have impaired immune system, which causes
susceptibility to infection, morbidity and mortality. TNF-a -308G>A polymorphism was found
tfo be associated with the increase of susceptibility to infection. The aim of this research is to
determine the distribution and allele frequency of TNF-a -308G>A polymorphism among DS
patients in Semarang. This is a descriptive research with 68 subjects (34 DS patients and 34
control groups) in the CEBIOR laboratory. The polymorphisms of genes were examined using
PCR-RFLP, Ncol restriction enzyme, and electrophoresis on 2% agarose gel. Polymorphism
of TNF-a -308G>A was found 4,4% on the DS groups and 2,9% on the control group.
Polymorphisms in gene TNF-a -308G>A found in DS was lower in this area compared to
other area. The difference in the ethnic background might be a well plausible explanation for
the differentiation between polymorphisms on TNF-a in Indonesian population compared to
Caucasian population.
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PENDAHULUAN

Sindrom Down (SD) merupakan kelai-
nan kromosom yang ditandai dengan kele-
bihan satu kromosom 21." Insiden penderita
SD dilaporkan sekitar 1/300 sampai 1/1000
kelahiran, dimana kasus ini masih tinggi
ditemukan di Finlandia 1/364 kelahiran,
Dubai 1/449, dan Belanda 1/625.2* Jumlah
penderita SD di Indonesia belum didapatkan
data secara pasti, namun dari data rekam
medik di Central of Biomedical Research
(CEBIOR) Fakultas Kedokteran Universitas
Diponegoro, Semarang ditemukan sebanyak
123 penderita SD yang diperiksa kromosom
selama tahun 2005 sampai 2010.

Kelebihan satu kromosom 21 menga-
kibatkan peningkatan ekspresi dan ketidak-
seimbangan beberapa gen, sehingga menye-
babkan terjadinya gangguan sistem imun,
intellectual disability (ID) dan kelainan organ
pada penderita SD."®” Gangguan sistem
imun pada penderita SD disebabkan karena
disfungsi imunitas spesifik dan nonspesifik,
sehingga dapat meningkatkan kerentanan
infeksi, angka kesakitan dan kematian.'2

Penderita SD sering mengalami infeksi
saluran nafas, saluran cerna, telinga serta
infeksi pada mulut, dan gigi.”*"" Infeksi
saluran nafas merupakan kasus yang paling
sering ditemukan dan sebagai penyebab
kematian.®® Penderita ini yang dirawat
dengan infeksi saluran nafas selama wabah
virus H1N1 terjadi peningkatan sebesar 16
kali lipat dan sebanyak 335 kali lipat terjadi
kematian di beberapa rumah sakit. Angka
kematian pada penderita SD 23.3% lebih
tinggi dibandingkan dengan pasien yang
bukan SD (0,1%).®

Kerentanan infeksi berkaitan dengan
polimorfisme gen tumor necrosis factor-alpha
(TNF-a) dan gen toll-like receptor 4 (TLR4)
serta beberapa sitokin lain.'®2° Polimorfisme
gen TNF-a -308G>A ini berkaitan juga
dengan penyakit coeliac pada penderita
SD.™

Beberapa peneliti juga menemukan
bahwa polimorfisme gen TNF-a -308G>A
berkaitan dengan kerentanan terjadi sepsis
pada penduduk Asia.’ Polimorfisme gen
TNF-a ini berhubungan dengan komplikasi
syok septik dan kematian pada penderita
infeksi.?' Lokasi gen TNF-a yaitu berada pada

kromosom 6p21.3 dan dalam daerah mayor
histocompatibility complex (MHC) kelas
lll. Polimorfisme gen ini mengakibatkan
peningkatan kadar TNF-a.'%22

TNF-a adalah sitokin utama pada
respon inflamasiterhadap infeksibakterigram
negatif dan mikroba lainnya.?? TNF-a pada
kadar yang tepat berfungsi mengaktitfkan
imunitas seluler dan memberi perlindungan
terhadap mikroba, namun pada kadar yang
berlebihan akan mengakibatkan kerusakan
jaringan yang berat dan syok septik bahkan
menyebabkan kematian.?24

Beberapa peneliti melaporkan bahwa
terjadi peningkatan kadar TNF-a pada
penderita SD dibandingkan dengan bukan
penderita SD.?*% Penelitian ini bertujuan
untuk mengetahui polimorfisme gen TNF-a
-308G>A pada penderita SD di Semarang.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian
deskritif. Sampel pada penelitian adalah pen-
derita SD dan kontrol, yang sudah dilakukan
ekstraksi DNA mengunakan metode salting-
out oleh peneliti sebelumnya di laboratorium
CEBIOR FK Undip dan telah mendapatkan
persetujuan komite etik. Jumlah sampel se-
banyak 34 penderita SD dan 34 kontrol (bu-
kan SD). Sampel diambil dengan mengunak-
an teknik simple random sampling.

DNAdiamplifikasidenganmenggunakan
mesin PCR (Aplied Biosystem). Prosedur
PCR gen TNF-a -308G>A merujuk prose-
dur yang digunakan dalam penelitian Nges-
tiningsih dan Faradz. Primer yang digunakan
sebagai berikut; primer forwad (5 AGG
CAA TAG GTT TTG AGG GCC AT 3’) dan
primer reverse (5TCG GAA TCG GAG
CAG GGA GGAZJ').2227 Setelah itu produk
PCR dipotong dengan menggunakan teknik
Restriction Fragment Length Polymorphism
(RFLP) memakai enzim retriksi Ncol dan
dielektroporesis di agarose 2%, 100 volt
selamal jam.

Polimorfisme gen TNF-a -308G>A alel
G/G didapatkan dua fragmen yaitu 87bp dan
20bp, alel G/A terdapat 3 fragmen yaitu 87bp
dan 20bp serta 107bp, alel A/A hanya ada
satu fragmen dengan ukuran 107bp. Data
diolah dan ditampilkan dalam bentuk gambar
serta tabel distribusi dan frekuensi alel.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Hasil RFLP gen TNF-a -308G>A ke-
lompok SD dan kontrol dapat dilihat pada
gambar 1. Alel dengan genotip G/Aditemukan
pada sampel SD yaitu lajur 3, dimana produk
PCR terpotong pada salah satu alel sehingga
terlihat fragmen dengan ukuran 107 bp, 87bp
dan 20bp, sedangkan pada lajur 4-11 adalah
sampel kontrol, menunjukkan alel dengan
genotip G/G, dimana produk PCR terpotong
pada kedua alel, sehingga terlihat fragmen
dengan ukuran 87bp dan 20bp.

Kejadian polimorfisme gen TNF-a
-308G>A pada subyek dapat dilihat pada
tabel 1, dimana alel dengan genotip G/G
sebanyak 94,12%, A/G (2,94%), dan A/A
(2,94%) dengan frekuensi alel G (95,6%)
dan alel A (4,4%), sedangkan pada ke-
lompok kontrol ditemukan alel G/G
(94,12%), alel A/IG (5,88%), A/A (0%),
dan frekuensi alel G:A (97,1% : 2,9%).

http://mka.fk.unand.ac.id/
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Gambar 1. Hasil RFLP Gen TNF-a -308G>A

(sampel gambar diambil dari
subyek pada kelompok SD dan

kontrol).

Keterangan: Lajur 1 menunjukkan DNA marker dengan
kenaikan 100bp, lajur 2 kontrol tanpa DNA. lajur
3 menunjukkan alel dengan genotip G/A pada
sampel SD, dimana produk PCR terpotong
pada salah satu alel, sehingga terdapat 3
fragmen 107bp, 87bp dan 20bp, lajur 4-11
menunjukkan alel G/G pada sampel kontrol,
dimana produk PCR terpotong pada kedua
alel, sehingga terdapat fragmen dengan ukuran
87bp dan 20bp.

Tabel 1. Perbandingan Polimirfisme Gen TNF-a -308G>A pada Pendeita SD dan Kontrol

Alel Gen TNF-a -308G>A

Kelompok GIG G/A AIA Frekuensi alel
n (%) n (%) n (%) G% A%
SD 32 (94,12) 1(2,9) 1(2,9) 95,6 4.4
Kontrol 32 (94,12) 2(5,9) 0 97,1 2,9
Distribusi dan frekuensi alel poli- al (2011) menemukan perbedaan distribusi

morfisme gen TNF-a -308G>A pada kedua
kelompok subyek penelitian ti-dak didapatkan
perbedaan. Hasil yang sama juga ditemukan
oleh Karjono dkk,?® Mergani et al,?® Ozhan et
al,3° dan Sallakci et al,*' dimana mereka juga
tidak menemukan perbedaan distribusi alel
antara kasus dibandingkan dengan kontrol.

Ngestiningsih dan Faradz,?” Minhas et
al,® Mira et al®® dan Cataldo et al,’® mela-
porkan temuan yang berbeda yaitu terdapat
perbedaan distribusi polimorfisme gen TNF-a
-308G>A antara kelompok kasus dengan
kelompok kontrol.

Somi et al, juga menemukan tingginya
frekuensi alel polimorfisme gen TNF-a
-308G>A, namun secara stastistik tidak
terdapat perbedaan polimorfisme gen ini
antara penderita infeksi Hepatitis B virus
(HBV) dibandingkan kontrol.3* Paskulin et
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antara alel normal dan alel polimorfisme
(72%:28%) tetapi tidak ada kaitan dengan
terjadinya syok septik pada penderita yang
dirawat di ICU beberapa rumah sakit di Brazil
Selatan.®

Perbandingan distribusi masing-masing
alel gen TNF-a -308G>A antara kasus dan
kontrol yang ditemukan oleh beberapa
peneliti dapat dilihat pada tabel 2.

Penelitian ini menemukan alel dengan
genotip A/A lebih banyak pada kasus
sedangkan penelitian lain di Semarang tidak
ditemukan. Hasil yang berbeda dilaporkan
oleh Ngestiningsih dan Faradz, dimana
polimorfisme gen ini lebih banyak ditemukan
pada kontrol dibandingkan penderita DHF,
hal ini berbeda dengan hasil yang ditemukan
beberapa peneliti sebelumnya.?
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Tabel 2. Distribusi Polimorfisme gen TNF-a -308G>A pada Beberapa Penelitian

Distribusi alel

. Subjek Q- 2
No Peneliti N GIG(%) GIA(%) AIA (%)
e . Kasus 34 94,12 2,94 2,94
1 Penelitian ini, Indonesia Kontrol 34 94.12 588 0
Kasus 68 90 10 0
H in 28
2 Karjono dkk, Indonesia. Kontrol 55 87 13 0
3 Ngestiningsih dan Faradz, Kasus 50 42 58 0
Indonesia.”’ Kontrol 45 9 73 18
4  Hidayat, Indonesia®® Kasus 20 100 0 0
yat Kontrol 20 95 5 0
. Kasus 93 84,4 13,8 1,8
29 ) ] 3
5 Mergani et al, Sudan. Kontrol 109 90,3 97 0
i ) Kasus 103 14,6 41,7 43,7
6  Ozhan etal, Turki® Kontrol 93 208 37,0 40,8
. . Kasus 153 39 49 12
32
7 Minhas et al, Pakistan Kontrol 116 73 23 4
. Kasus 10 40 60 0
8 Cataldoetal, ltali® Kontrol 220 74,1 241 1.8
Kasus 89 60.6 36 3.4
H 1e33
9 Mira etal, Prancis Kontrol 87 813 172 15
10 Sallakai et al. Turki® Kasus 118 87,3 11 1,7
allakel et al, Turki Kontrol 111 87,4 12,6 0

Ngestiningsih dan Faradz,?” Minhas
et al,* Mira et al®® dan Cataldo et al,’
melaporkan temuan yang berbeda yaitu
terdapat perbedaan distribusi polimorfisme
gen TNF-a -308G>A antara kelompok kasus
dengan kelompok kontrol.

Hasil pada penelitian ini, dimana
polimorfisme gen TNF-a pada kontrol tidak
ditemukan alel dengan genotip A/A. Hasil
yang didapatkan tidak sesuai dengan prinsip
Hardy-Weinberg vyaitu proporsi relatif dari
genotip pada suatu populasi akan tetap
konstan dari satu generasi ke generasi
berikutnya. Prinsip Hardy-Weinberg ini ter-
ganggu jika pada suatu populasi terjadi
perkawinan yang tidak acak, jumlah popu-
lasi yang kecil dan terjadinya migrasi serta
adanya mutasi gen.*’

Kemungkinan tidak sesuainya hasil
dalam penelitian ini dengan prinsip Hardy-
Weinberg disebabkan karena kemungkinan
ada pengaruhras dan etnik terhadap kejadian
polimorfisme gen ini. Hal ini dibuktikan dari
hasil penelitian yang dilakukan Lamsis
et al pada populasi di daerah Sulawesi.

Mereka menemukan perbedaan kejadian
polimorfisme gen TNF-a -308G>A pada etnik
Bugis, Makasar, dan Toraja.*®

Kelemahan penelitian ini adalah kami
tidak memeriksa polimorfisme gen TNF-a
penderita SD yang sedang terinfeksi atau
yang mempunyai riwayat infeksi berulang,
sehingga belum bisa disimpulkan bahwa
polimorfisme gen ini berkaitan dengan
peningkatan kerentanan terhadap infeksi
pada penderita SD.

SIMPULAN

Penelitian ini dapat disimpulkan bahwa
polimorfisme gen TNF-a -308G>A pada
penderita SD ditemukan lebih rendah jika
dibandingkan hasil temuan penelitian lain.
Kemungkinan adanya perbedaan etnik
mempengaruhi kejadian polimorfisme gen
ini pada populasi di Indonesia dibandingkan
dengan populasi di Caucasia.

Penelitian selanjutnya perlu dilakukan
pemeriksaan polimorfisme gen TNF-a pada
penderita SD yang mengalami infeksi di
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beberapa daerah yang ada di Indonesia,
sehingga dapat diketahui kaitan polimorfisme
gen TNF-a -308G>A dengan peningkatan
kerentanan infeksi dan pengaruh perbedaan
etnik dengan kejadian polimorfisme TNF-a.
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