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ABSTRAK

Pendahuluan: Penyakit Graves adalah hipertiroidisme ditandai pembesaran tiroid difus dengan
penyebab imunologi. Kondisi autoimun dengan adanya antibodi imunoglobulin G (IgG) yang
mengikat dan mengaktifkan reseptor tirotropin. Pemberian PTU dapat menurunkan hormon
tiroid mencapai normal akan tetapi kadar IL-4 tidak pernah mencapai nilai normal. Penyakit
Graves di Taiwan didapatkan polimorfisme gen promotor sitokin TNF-a G-238A, sedangkan
gen IL-4 tidak berbeda dibanding kontro! sehat. Tujuan penelitian ini adalah mengetahui dan
m”“gaﬂahs polimorfisme TNF-a G-238A dan gen IL-4 T-34C serta hubungannya dengan
antibodi tiroid, kadar IL-4 dan TNF-a pasien penyakit Graves.

Metode: Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif analitik, dengan jumlah sampel 35 orang
pasien penyakit Graves di RSUP Dr. M. Djamil Padang. Darah vena diambil sebanyak 10cc
untuk isolasi DNA, kadar TNF-a dan IL-4. Pemeriksaan polimorfisme gen gen TNF-a G-238A
dan IL-4 T-34C dengan teknik PCR-RFLP mengunakan enzym retriksi Msp!/ dan Mnil serta
dielektroporesis pada agarose 2%. Pemeriksaan TNF-a dan kadar IL-4 mengunakan teknik

ELISA. Analisis statistik untuk polimorfisme gen dengan uji Chi-Square dan untuk melihat
hubungan antar variabel menggunakan uji ANOVA.

Hasil: Didapatkan polimorfisme TNF-a G-238A dengan distribusi alel GG (91,4%), GA (8,6%)
dan AA (0%). Frekuensi alel G adalah 95,9% dan alel A 4,3%.Rerata kadar TNF-a adalah 62,8
+ 16,6 pg/ml. Polimorfisme gen IL-4 T-34C dengan distribusi ale! TT (28,6 % ),TC ( 28,6 % ),
CC (42,9 %). Frekuensi alel T adalah 42,9 % dan alel C adalah 57,1 %. Rerata kadar IL-4
adalah sebesar 22,8 9,4 pg/ml.

Kesimpulan: penelitian ini dapat disimpulkan bahwa polimorfisme gen IL-4 T-34C lebih tinggi
didapatkan pada penderita penyakit Graves dan terdapat kaitan antara polimorfisme gen ini
gengan peningkatan kadar iL-4. Kemungkinan adanya kaitan antara polimorfisme gen IL-4
-34f‘ dengan kejadian penyakit Graves.

Kata Kunci: polimorfisme gen TNF-a G-238A, polpmor‘lsme gen iL-4 T-34C, kadar !L4, kadar
TNF a, penyakit Graves

MKA, Volume 37, Nomor.Supl. 2, November 2014



MKA, Volume 37, Nomor.Supl. 2, November 2014

PENDAHULUAN

Penyebab terbanyak tirotoksikosis ada-
lah penyakit Graves. Penyakit Graves 5-10
kali lebih sering pada perempuan dibanaing
laki-laki. Insiden penyakit ini di Eropa berkisar
1 sampai 2 % dari semua penduduk dewasa.
Penyakit Graves di Amerika +1% dan 20-
27/1000 perempuan dan 1,5-2,5/1000 laki-
laki dilaporkan di Inggris (Djokomoeljanto,
2007).
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Penyakit Graves
me ditandai pem :esa'a: (
penyebab imunoiogi. .yak t
merupakan kondisi autoimun dimana terben
tuknya anti-bodi Imunoglobulin G (IgG
yang mengikat dan mengaktifkan reseptor
tirotropin disebut thyroid-stimulating antibcdy
(TSAb) yang menyebabkan hioﬂrt'ofi dan
niperplasia folikuler yang berakibat mem-
besarnya kelenjardan me mngr(atnya produk-
si hormon tiroid. Penye enyakit Graves
multi-faktorial, ada keren n genetik sera
interaksi antara . :dogen dan faktor
lingkungan (Dharmana, 2007).
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roses i diperkirakan karena
rendahnya klonal sel T supresor (Ts) secara
genetik yang bertanggung jawab terhadap
produksi TSAb. Penyebab tirotoksikosis
ialah kerusakan fungsi sel limfosit T supresor
(Ts) sebagai sel regulator yang mengatur
aktivasi dan menekan fungsi sel B (Metchick
et al, 2005

Sel T berperan pada inflamasi, aktivasi
makrofag dalam fagositosis, aktivasi dan
proliferasi sel B dalam produksi antibodi.
Sitokin yang dipro-duksi oleh sel Th2 akan
membantu di-ferensiasi sel B menjadi sel
plasma yang mensekresi antibodi. Penyakit
Graves umumnya dihubungkan deng-an
penyakit predominan Th2.

Faktor genetik menimbulkan Th2
dominan pada penyakit Graves. Mutasi pada
gen dari ligan-ligan dan reseptor~*esaptor
ini dapat menimbul-kan efek respon imun.
Sitokin diproduksi oleh limfosit intratiroidal
meng-induksi dan mempertahankan proses
autoimun pada penyakit Graves.

interieukin-4 (IL-4) merupakan bagian
dari sitokin tipe 2 yang mem-produksi
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antibodi dan respon alergi. Paschce dkk
menemukan berbagai pola peningkatan
akumulasi IL-2, IL-4, 1L-10 & INF- y pada
spesimen operasi tiroid dari pasien Graves.
Peranan aktivitas sel T bertanggung jawab
dalam menimbulkan kerusakan autoimun
dominan memproduksi IL-4. iL-4 merupakan
sitokin yang dihasilkan sel limfosit Th yang
mempunyai peranan dalam aktivasi sel B
untuk membentuk antibodi. IL-4 menginduksi
perubahan isotipe ke I1gG1, 1gG3, 1gG4
dan Igk. IL-4 menstimulasi jumiah isotipe
Immunoglobulin  G-secreting cells (igG3-
SCs) yang dihubungkan dengan derajat
beratnya ‘“‘nyaki Graves dan kadar TRAD
d:sa‘ﬂo.m dapat juga merubah ke IgG1 yang
bisa mensiimulasi produksi TRAb secara
efektif (Jones et al, 1999; Paschke et al,
1994).

Th2 mensekresi lL-4, IL-5, IL-10 dan IL-
13 yang menginduksi pem-bentukan antibodi.
Penyakit Graves akan mengeksaserbasi
respon imun dan menimbulkan inflamasi.
Penelitian Fisfalen ME dkk (1997) pada
pasien tiroiditis Hashimoto dan penyakit
Graves, didapatkan 53% kion ThO berasal
dari pasien penyakit Graves dan reaktif
terhadap human recombinant TSH-receptor
extra-cellufar domain (TSH-R). Sebagian
besar kion Th2 (82%) reaktif dan terbukti dari
darah perifer dan 64% klon ini memproduksi
IL-4 dan IL-10 -

Manifestasi  klinis penyakit Graves
meliputi gejala hipertiroidisiie, pembesaran
keienjar .ro:d difus, optalmopati infiltratif,
dan dermopati (Suastika, 2009). Pengobatan
yang tepat untuk hipertiroidisme dan prog-
nosis tergantung etiologi. Pengobatan
tiroloksikosis dengan cbat anti tiroid, B-
bloker, ablasi radiasi iodin dan pembedahan
(Djokomeeijanto, 2007; Suastika, 2009;
Metchick et al, 2005}.

Pengobatan medikamentosa yang laz-
im digunakan adalah golongan tionamid

terutama  propiltiourasil  (PTU). Efek
PTU menghalangl proses hormogenesis
intratiroid, mengurangi disregulasi imun

intratiroid serta konversi perifer dari T4
menjadi T3, bersifat immunosupresif dengan
me-nekan produksi TSAb melalui kerjanya
mempengaruhi aktifitas sel T limfosit kelenjar
tiroid. Efek immunosupresif PTU melalui
induksi apoptosis leukosit intratiroid dan
menurunkan jumlah sel-sel Th dan natural
kifler ~ (NK). Kekambuhan lebih sering
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terjadi pada perckok, ukuran gondok besar
dan TRADb positif pada akhir terapi. Terapi
jangka panjang memerlukan monitoring
terhadap reaksi alergi, agranulositosis &
hepatoioksik. Pada peng-hentikan terapi,
-»vngﬁa kekambuhan sangat tinggi (50-

60%). Terapi pemeliharaan pada penderita
penyak%t Graves akan berpengaruh terhadap
kadar iL-4, IgE dan TSAb (Meichick et ai,
2005; Dharmana, 2007). Proses imunologis
dapat masiih terus berlangsung pada saat
kadar hormon tiroid dalam serum ielah
normal. Penghentian pengobatan pada saat
ini berisiko terjadinya kekambuhan dalam
waktu singkat.

Dominasi IL-4 berperan penting pada
eningkatan TRADb, IgE dan berhubungan
ngan derzjat beratnya penyakit Graves
ng disebabkan karena IL-4 menginduksi
perubahan ke isotipe 1gG1, 1gG3, IgG4 dan
gE sehinggaberperandalam perkembangan,
rogresivitas dan pemelihara-an penyakit
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Penelitian Ardiles dkk (2012) menda-
patkan setelah pemberian PTU selama 3
bulan dan 9 bulan terdapat penurunan hor-
mon tiroid mencapai normal akan tetapi kadar
IL-4 tidak pernah mencapai nilai normal.

Shiau et al (2011) mendapat-kan gen
promotor sitokin TNF-a G-238A dan G-308A
ber-nubungan erat dengan kejadian penyakit
Graves di Taiwan, sedang-kan gen IL-4 dan
iL-6 tidak berbeda dibanding kontrol sehat.

Veeramuthumari (2011) di India Selatan
mendapatkan mutan G alel lebih sering di
temukan pada pasien penyakit Graves dan
disimpulkan bahwa polimorfisme gen CTLA-
4 berhubungan dengan penyakit ini.

Berdasarkan latarbelakang penelitiingin
mengetahui polimorfisme TNF-a G-238A dan
gen IL-4 T-34C serta hubungannya dengan

; 'W“di tiroid, kadar IL-4, dan TNF-a pada
pen \/cklt Graves.

WZTODE PENELITIAN

Jenis penelitian ini adalah penelitian
dengan pendekatan cross sectional
y. dengan jumiah sampel yang akan
t eb nyak 35 orang pasien penyakit
RSUP Dr. M. Djamil Padang.
vena diambil sebanyak 10cc, Isolasi
mengunakan kit isolasi Roche. Isolasi
)NA sesuai dengan prosedur Roche.
emeriksaan polimorfisme gen TNF-a
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G-238A dan IL-4 T-34C dengan teknik PCR-
RFLP mengguna-kan enzym retriksi Mspl/
dan Mnll serta dielektroporesis pada agarose
2%. Pemeriksaan antibodi Tiroid dan kadar
lL-4 mengunakan teknik ELISA. Pembuatan
campuran PCR untuk satu reaksi, terdiri
dari master mix PCR, H,O atau aquabides,
Buffer PCR, MgCl,, dNTPs, enzim Amplitag.
Primer gen TNF- - G 238A Primer F (forward)
5'-AGAAGACCCCCCTCGGAACC-3' Primer
R (reverse) 5-TTGGGGACACAAGCA
TCAAGG-3'  dengan besar  produk
PCR 75bp. Gen IL-4 T-34C Primer F
5-CTCATTTTCCGTCGGTTTCAGC-3',
dan Primer R 5'GAAGCAGTTGGGA
CGTGAGA-3' dengan besar produk PCR
150bp. Kemudian campuran PCR dimasukan
ke dalam mesin PCR (Roche), sebanyak 35
sikius.

Pemeriksaan RFLP gen TNF-a G-238A
dan gen iL-4 T-34C. Produk PCR dipotong
dengan mengunakan enzim Mspl untuk gen
TNF-a G-238A dan enzim Mnll untuk gen
iL-4 T-34C kemudian dilanjut dengan proses
clektroporesis

Analisis statistik untuk polimorfisme
gen dengan uji Chi-Square dan untuk
melihat hubungan antar variabel dengan
mengunakan uji ANOVA.

HASIL PENELITIAN

Jumlah sampel daiam penelitian ini
adalah sebanvak 35 orang penderita penya-
kit Graves Penderita penyakit Graves dida-
paikan di RSUP Dr. M.Djamil Padang dan
RS Yos Sudarso Padang. Sampe! penderita
penvakit Graves yang datang ke rumah
sakit tersebut dijadikan sebagai sampe!
sampai memenuhi jumlah minimal sampel.
Karateristik subyek penelitian dapat dilihat
pada tabel 1 berikut ini.

Tabel 1. Karakteristik Subyek Penelitian

Karak Penderita penyakit

Graves
teristik
Jenis Kelamin
Laki-laki 10 (28,6
%
Perempuan 25(71.4 %)
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Usia
< 30 tahun 9 (25,7%)
30-40 tahun 6 (17,1%)
= 40 tahun 15 (42,9 %)

Pada tabel 1 dapat dilihat karakteristik
subyek pada penelitian ini, dimana ditemukan
jenis kelamin perempuan lebih banyak men-
derita penyakit Graves dibandingkan laki-
laki. Usia penderita penyakit Graves lebih
sering terjadi pada usia diatas 40 tahun yaitu
sebanyak 15 orang (42,9 % ).

Polimorfisme gen iL-4 T-34C dan TNF-a
G-238A

Hasil pemeriksaan polimorfisme gen
IL-4 T-34C dan TNF-a G-238A dapat dilihat
pada tabel 2. Polimorfisme gen IL-4 T-34C
ditemukan 3 alel yaitu alel dengan genotip TT,
genotip TC, dan genotip CC. Polimorfisme
gen TNF-a G-238A ditemukan 3 alel yaitu
alel dengan genotip GG, genotip GA, dan
genotip AA.

Tabel 2. Polimorfisme gen IL-4 T-34C dan
TNF-a G-238A

Genotip/alel Penderita Penyakit
Graves
_ n (35) f (%)

TNF-a G-238C

GG 32 91,4

GA 3 8,6

AA 0 0

Alel G 67 85,7

Alel A 3 43
IL-4 T-34C

1T 10 28,6

TC 10 28,6

cC 15 42,9

Alel T 30 42,9

Alel C 40 57,1
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Kejadian polimorfisme gen [L-4 T-34C
pada penyakit Graves dapat dilihat pada tabel
2 dimana tampak sebagian besar alel dengan
genotip TT vyaitu ditemukan sebanyak 10
kasus (28,6%) dan alel genotip TC 10 kasus
(28,6%) dan 15 kasus alel dengan genotip
CC (42,9%). Frekuensi masing-masing alel
dari gen ini adalah alel T sebanyak 52,9%
dan alel C sebanyak 57,1%.

Polimorfisme gen TNF-a G-238C juga
didapatkan jumlah alel dengan genotip
GG vaitu 32 kasus (91,4%), genotip GA
sebanyak 3 kasus (8,6%) dan tanpa kasus
genotip AA (0 %). Frekuensi alel untuk gen
TNF-a G-238C adalah alel G sebanyak 95,9
% dan alel A sebanyak 4,3 %.

Hasil penelitian ini didapatkan bahwa
polimorfisme gen IL-4 T-34C lebih besar
yaitu sebesar 57,1 %, dibandingkan gen
TNF-a G-238C sebanyak 8,5 %.

Rerata kadar 1L4 dengan polimorfisme
gen IL-4 T-34C adalah 25,43 + 12,05 pg/ml
dibandingkan tanpa polimorfisme IL-4 T-34C
yaitu 19,44 + 2,22 pg/ml. Rerata kadar TNF-a
dengan polimorfisme gen TNF-a G-238C
adalah 57,18 + 8,09 pg/mi di bandingkan
tanpa polimorfisme gen TNF-a G-238C yaitu
64,14 + 18,04 pg/m!

Gambar 1. Hasil PCR dan restriksi gen
dengan enzim Mnil.

Kadar IL-4 dan TNF-a

Hasil Ellisa untuk melihat kadar iL-4
dan TNF-a penderita penyakit Graves dapat
dilihat pada tabel 3.

Pada tabel 3, dapat dilihat nilai rerata
kadar |L-4 adalah sebesar 22,77 + 9,43 pg/
ml, sedangkan rerata kadar TNF-a yang
didapatkan sebanyak 62,84 + 16,64 pg/mil.
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Tabel 3. Kadar IL-4 dan TNF-a

Kadar N Min Max Mean Std.
(pg/ Devistion
mlj
iL-4 35

16,68 56,70 2277 9,43
TNF-a 35

4433 107,69 62,84 16,64
PEMBAHASAN

Pada penelitian ini ditemukan distribusi
alel polimorfisme gen IL-4 T-34C lebih tinggi
vailu sebesar 57,1 %. Hasil polimorfisme
gen ini lebih tinggi dibandingkan dengan
yang didapatkan oleh Shiau et al (2011) yaitu
sebesar 28,3%. Mereka juga menyimpulkan
bahwa polimorfisme gen IL-4 T-34C +tidak
berkaitan dengan kejadian penyakit ini dan
kemungkinan polimerfisme gen ini tidak
berhubungan dengan terjadinya penyakit
Graves.

Polimorfisme gen TNF-a G-238A pada
penelitian ini didapatkan sebesar 4,3 % ,
hasil ini lebih rendah dibandingkan penelitian
oleh Shiau dkk ( 2011 ). Penelitian oleh Shiau
et al (2011) mendapatkan 59,4% juga lebih
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