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Abstrak

Cytochrome P450 2C19 (CYP2C19) adalah suatu kompleks enzim yang berperan dalam metabolism beberapa jenis
obat dan merupakan bagian dari super family sitokrom P450. Polimorfisme genetic pada enzim tersebut berhubungan
dengan munculnya fenotip metabolism buruk (poor metabolizer/PM dan intermediate metabolizer/IMs ) yang
mempunyai kemampuan yang buruk dalam memetabolisme obat-obatan yang menjadi substratnya. Telah dilakukan
analisis genotipe dan fenotipe menggunakan PCR-RFLP dan bioanalisis kadar omreprazole pada 30 orang subjek
penelitian dari etnis Melayu yang tinggal di Sumatera Selatan. Marker yang digunakan untuk menilai adanya
polimorfisme pada gen CYP2C19 adalah dua situspolimorfik yaitu ekson 5 (CYP2C19*2) dan ekson 4 (CYP2C19*3).
Pita-pita DNA berukuran 321 bp untuk ekson 5 dan 271 bp untuk ekson 4 akan dihasilkan setelah amplifikasi DNA
dengan metode PCR pada kondisi denaturasi selama 5 menit pada suhu 95°C; dilanjutkan dengan 60 detik pada suhu
95°C, 60 detik pada suhu 53°C dan 60 detik pada suhu 72°C sebanyak 30 siklus; serta polimerisasi akhir selama 5 menit
pada 72°C. Selanjutnya dilakukan pemotongan DNA menggunakan enzim restriksi endonuklease Smal (CYP2C19*2)
pada suhu 30°C dan BamHI (CYP2C19*3) dengan inkubasi pada suhu 37°C selama 3jam. Bioanalisis kadar omeprazole
dalam darah dengan LC-MS. Hasil penelitian ini menunjukkan adanya polimorfisme pada kedua situs akan
menghilangkan situs pemotongan enzim Smaldan BamHI. Hasil penelitian menunjukkan 46,7% populasi Melayu
Sumatera Selatan tergolong sebagai PM yang terdiri atas 13,3% homozigot mutandan 33,4% heterozigot mutan.
Tingginya fenotip PM enzim CYP2C19 pada etnis Melayu di Sumatera Selatan diprediksi akan mempengaruhi
metabolisme obat-obatan yang menjadi substrat. Akan tetapi, berdasarkan analisa korelasi spearman, nilaikorelasi 0,035
dengan p = 0,875. Hal ini berarti bahwa antara polimorfisme gen CYP2C19 dan kadar omeprazole dalam darah terdapat
korelasi lemah dan tidak bermakna. Hasil penelitian ini memberikan gambaran polimorfisme genetik yang tinggi pasien
sindrom dispepsia dari populasi Melayu, yaitu hampir setengah dari subjek penelitian (46,7%).Terdapat korelasi yang
lemah dan tidak bermakna antara polimorfisme dan kadar omeprazole.

Kata kunci: Polimorfisme, CYP2C19, etnis Melayu
Abstract

Cytochrome P450 2C19 (CYP2C19) is an enzyme complex that plays a role in the metabolism of several drugs and is
part of the super family of cytochrome P450. Genetic polymorphisms in these enzymes are associated with the
emergence of poor metabolic phenotypes (poor metabolizers / PMs and intermediate metabolizers / IMs) that have a
poor ability to metabolize the drugs that become substrates. Genotypes and phenotypes were analyzed using PCR-
RFLP and bio-analysis of omeprazole levels in 30 subjects from ethnic Malay living in South Sumatra. Markers used to
assess the presence of polymorphisms in the CYP2C19 gene are two polymorphic sites of exon 5 (CYP2C19 * 2) and
exon 4 (CYP2C19 * 3). 321 bp DNA bands for exon 5 and 271 bp for exon 4 will be produced after DNA amplification
by PCR method under denaturation for 5 min at 950C; followed by 60 seconds at 950C, 60sec at 530C and 60sec at
720C for 30 cycles; as well as the final polymerization for 5 minutes at 72 ° C. Furthermore, DNA cutting was done
using the restriction enzyme endonuclease Smal (CYP2C19 * 2) at 300C and BamHI (CYP2C19 * 3) with incubation at
370C for 3 hours. Bioanalysis of omeprazole levels in the blood with LC-MS. The results of this study indicate the
presence of polymorphisms on both sites will eliminate the enzyme sites Smal and BamHI. The results showed that
46.7% of South Sumatran Malay populations were classified as PM consisting of 13.3% homozygous mutandan mutant
33.4% heterozygotes. The high phenotype of PM enzyme CYP2C19 in ethnic Malays in South Sumatra predicted to
influence metabolism of drugs become substrates. However, based on spearman correlation analysis, the correlation
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value was 0.035 with p = 0.875. This means that between the CYP2C19 gene polymorphism and the omeprazole levels
in the blood there is a weak and meaningless correlation. The results of this study provide an overview of the high
genetic polymorphisms of dyspepsia syndrome patients from the Malay population, ie almost half of the study subjects
(46.7%). There is a weak and insignificant correlation between polymorphism and omeprazole levels.

Keywords : Polimorfisme, CYP2C19, etnis Melayu

1. Pendahuluan

Salah satu masalah dalam terapi menggunakan
obat yang dihadapi dokter di dalam praktek
sehari-hari adalah adanya ketidakseragaman
respon yang diperlihatkan penderita terhadap
pemberian obat. Obat dengan jenis dan dosis
yang sama bila diberikan pada sekelompok
penderita dengan jenis dan berat penyakit yang
sama biasanya hanya memberikan efek terapi
pada sebagaian penderita saja. Pada penderita
lainnya mungkin tidak memperlihatkan efek
sama sekali atau dapat mengalami efek toksik
sehingga filosofi “one-dose-fits-all” tidak tepat
lagi digunakan sebagai dasar terapi.
Sebenarnya  banyak  faktor  yang
mempengaruhi respon obat dalam suatu
tindakan terapeutik. Faktor-faktor yang akan
mempengaruhi  profil farmakokinetik dan
farmakodinamik suatu obat tentu dapat
mempengaruhi respon suatu terapi obat.
Kemampuan memetabolisme obat adalah salah
satu  faktor yang  dominan  dalam
mempengaruhi  efikasi dan safety suatu
pengobatan. Adany avariasi respon ini dapat
bersifat individu dan cenderung mengelompok
dalam suatu populasi. Dalam suatu populasi,
kemampuan memetabolisme obat terbagi

dalam dua kelompok vyaitu extensive
metabolizer (EM) yang mampu
memetabolisme obat dengan baik dan

kelompok poor metabolizer (PM) yang lambat
atau kehilangan kemampuan metabolisme
suatu obat. Dewasa ini diketahui bahwa salah
satu factor penting yang menyebabkan
terjadinya fenomena tersebut adalah adanya
perbedaan kemampuan antar-individu dalam
memetabolisme obat yang mengakibatkan
terjadinya perbedaan yang besar pada kadar
obat pada kondisi steady state dalam plasma

antar rindividu (Ingelmam-Sundberget al,
2007).

Variasi respon obat yang besar antar-
individu merupakan paduan pengaruh factor
genetik dan lingkungan (penyakit, polusi,
nutrisi, dll). MenurutNebert (1997), factor
genetic mempunyai pengaruh lebih besar
dibandingkan factor lingkungan. Faktor
genetic ini dapat dikendalikan oleh gen
tunggal (monogenik) atau beberapa gen
(poligenik). Bila kemampuan untuk
memetabolisme obat dikendalikan oleh satu
gen maka pada populasi penyebaran akan
menghasilkan  gambaran  bimodus atau
trimodus, sedangkan pada poligen akan
membentuk distribusi satu modus (unimodus).

Suatu xenobiotic bila masuk ke dalam
tubuh akan dimetabolisme dan ditransformasi
menjadi metabolit yang aktif melalui dua fase.
Enzim oksidase utama yang terlibat dalam
biotransformasi fase pertama ini adalah
cytochrome P450 (CYP) mixed-function
monooxygenase, suatu super family enzim
yang paling banyak dijumpai pada sel hati.
Salah satu isoform enzim ini adalah CYP2C19
yang dapat mengoksidasi senyawa obat yang
bersifat basa, basa, atau netral'. Beberapa obat
yang secara Kklinik sering digunakan
dimetabolisme oleh enzim ini antara lain
proguanil, diazepam, omeprazole,
propanololdan  beberapa antidepressant
(Bertilsson,1995). Enzim CYP2C19 sejauh ini
telah  banyak diteliti dan  beberapa
polimorfisme pada gen yang menyandinya
telah pula berhasil diidentifikasi.

Polimorfisme genetic  didefinisikan
sebagai adanya alel varian yang lebih dari satu
persen dalam suatu populasi. Polimorfisme
pada suatu gen didapatkan  selama
perkembangan evolusi melalui berbagai
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kejadian seperti mutasi titik (missense,
nonsense atau frameshift), konversi gen, delesi
dan insersi (Nebert, 1997) sebagai respon
genetik terhadap pengaruh lingkungan.

Polimorfismegenetikpada gen CYP2C19
pada populasi telah menyebabkan
ditemukannya dua fenotip berbeda terhadap
aktivitas enzim CYP2C19 vyaitu kelompok
extensive metabolizer (EM) yang normal
danpoor metabolizer (PM) yang mengalami
defek pada aktivitas enzim ini. Fenomena ini
pertama kali dilaporkan oleh Kupfer dan
Preisig (1984) yang menemukan adanya
perbedaan kemampuan metabolisme obat
antikonvulsan S-mephenytoin dalam suatu
populasi. Penelitian berbasiskan populasi
memperlihatkan adanya variasi frekwensi PM
yang signifikan antar etnis dan antar ras. Pada
populasi  kaukasia Eropah  menunjukkan
frekwensi PM  3-6% (Jurima et al,
1985)sedangkan pada Asia Timur ditemukan
13-23% (de Morais et al, 1995).

Fenotip PM disebabkan adanya mutasi basa
tunggal pada gen CYP2C19 yaitu G681A pada
ekson 5 (CYP2C19*2 atau CYP2C19m1) and
G636A pada ekson 4 (CYP2C19*3 atau
CYP2C19) (Daly et al, 1996). Kombinasi kedua
alel ini akan menyebabkan munculnya fenotip
PM (*2/*2; *2/*3; and*3/*3) (Kaneko et al,
1999). Pada populasi, gambaran ketiga alel
tersebut dapat dijumpai (lbeanu et al, 1998a,b),
dengan alel CYP2C19*2 dan CYP2C19*3
dijumpai lebih dari 99% pada kelompok PM Asia
(Goldstein, 1997).

Penelitian sebelumnya menemukan bahwa
semua individu dengan paling tidak memiliki satu
alel wild type (CYP2C19*1) tergolong sebagai
extensive metabolizer (EM) (de Morrais 1998a,b).
Selanjutnya diketahui bahwa terdapat sedikit
perbedaan kemampuan memetabolisme antara
kelompok yang hanya memiliki satu jenis alel

CYP2C19*1 saja (homozygous extensive
metabolizer/hmEMs:  *1/*1) dan kelompok
(heterozygous  extensive  metabolizer/htEMs:

*1/%2 and *1/*3) (Kaneko, 1999) walaupun
sama-sama tergolong sebagai EM. Walaupun
demikian, pada penelitian ini seleksi subyek

penelitian tidak didasari pertimbangan asal suku
yang diteliti.

2. Metode

Sampel penelitian diperoleh dari
sukarelawan yang terdiri dari pasien sindroma
dispepsia RS Muhammadiyah Palembang yang
berasal dari suku-suku Melayu yang ada di
Sumatera Selatan. Sampel dikumpulkan setelah
dilakukan prosedur informed consent.

Pasien diminta meminum 20 mg
Omeprazole, kemudian 2.3 jam setelahnya
dilakukan pengambilan sample darah. Sample
dibagi ke dalam 2 tabung EDTA, tabung EDTA
pertama sebanyak 1 ml darah perifer
diperuntukkan analisis PCR-RFLP dan tabung
EDTA sebanyak 5 ml diperuntukkan untuk
analisa kadar omeprazole dengan LC-MS. Darah
5 ml di sentrifugasi dengan 5000 Rpm selama 10
menit. Kemudian ambil superntannya dan
dimasukan di 3 mikrotube untuk dianalisis untuk
dapatkan kadar omeprazole tiap pasien.

Genomic DNA diisolasi dari darah perifer
dengan menggunakan Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega). Deteksi adanya
suatu polimorfisme dilakukan dengan metode
PCR-RFLP  berdasarkan  Goldstein  and
Blaisdell (1996) dengan sedikit modifikasi.
Amplifikasi DNA dilakukan dengan sepasang
oligonucleotide primer 5’-
CAGAGCTTGGCATATTGTATC-3’ and 5’-
GTAAACACACAACTAGTCAATG-3’
sebagai forward dan reverse  primer
mengamplifikasi  ekson-5  (CYP2C19m1).
Setelah reaksi amplifikasi PCR, fragmen DNA
didigesti dengan enzim restriksi Smal pada

suhu 30°C selama 3 jam kemudian
dielektroforesis pada agarosa konsentrasi 4%.

Prosedur genotyping untuk
identifikasidefek ~ CYP2C19m,  dilakukan

amplifikasi PCR daerah antara intron-3 dan
intron-4 menggunakan oligonucleotida
spesifik 5’-
AAATTGTTTCCAATCATTTAGCT-3" dan
5’-ACTTCAGGGCTTGGTCAATA-3’

sebagai primer forward dan reverse. Amplikon
selanjutnya diinkubasi dengan enzim restriksi



Sriwijaya Journal of Medicine, Volume 1 No. 2, April 2018, hal 108-114 111

BamHI pada suhu 37°C selama 3 jam dan
dianalisis dengan elektroforesis gel.

3. Hasil dan Pembahasan

Pada penelitian ini didapatkan distribusi
genotip CYP2C19*2 wt/wt : wt/m1 : m1l/ml

yaitu 56,7% : 30% : 13,3% dan distribusi
frekuensi alel wt : m1 adalah 71,7% : 28,3%.
Sedangkan distribusi genotip CYP2C19*3
wt/wt : wt/m1 : m1l/ml yaitu 96,7% : 3,3% :
0% dan distribusi frekuensi alel wt : m1 adalah

78,3% : 1,7%.

Gambar 1. Hasil elektroforesis gen CYP2C19*2 setelah direstriksi menggunakan enzim Smal. Marker = DNA
penanda, Genotip ml/ml pada jalur 4 dan 15. Genotip wt/m1 pada jalur 3 dan 6, dan wt/wt pada jalur 1,2,5,7-

Gambar 2. Hasil elektroforesis gen CYP2C19*3 setelah direstriksi menggunakan enzim BamHI. Marker = DNA
penanda, Genotip wt/m2 pada jalur 7, dan wt/wt pada jalur 1-6 ,8-13.

Sehingga didapatkan genotype
keseluruhan (CYP2C19*2 dan *3) untuk
prevalensi homozygous Extensive
metabolizers (EMs), heterozygous

Intermediate  metabolizers  (IMs)  dan
homozygous Poor metabolizers (PMs)
masing-masing 53,3%, 33,4 % and 13,3%.
Yang artinya, hamper setengah dari jumlah
subjek penelitian (46,7%) terdapat
polimorfisme gen CYP2C109.

Hasil penelitian ini tidak jauh berbeda
jauh dengan frekwensi PM enzim CYP2C19
pada populasi dan berbeda jauh dengan ras
kaukasia (Goldstein et al, 1997). Penelitian

Aljenoobi et al 2013 di Saudi Arabia
menunjukkan  polimorfisme  CYP2C19*2
sebesar 8,2% dari populasi penelitian, dan
tidak ditemukan polimorfisme CYP2C19*3.
Penelitian Chonlapat et al 2013 di Thailand
menunjukkan Alel ml (*2) sebesar 27% dan
Alel m2 (*3) sebesar 6%. Dengan pasien
CYP2C19*2 sebagai IMs sebesar 35,1%, dan
7,32% PMs, pada CYP2C19*3 Ims sebesar
6,85% dan PMs sebesar 1%. Hal ini sejalan
dengan hasil penelitian yang menunjukkan
bahwa  prevalensi  polimorfisme  gen
CYP2C19*2  lebih  besar dari pada
CYP2C19*3. Walaupun sejalan dengan
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penelitian yang ada mengenai prevalensi yang
tinggi dari CYP2C19*2 pada populasi Asia
yang diperkirakan 30%, akan tetapi perkiraan
70-80% diantaranya adalah alel PM tidak
sejalan dengan penelitian ini. Secara global
diyakini genotype CYP2C19 * 2 dan
CYP2C19 * 3 alel lebih sering pada orang
Asia (30,26% dan 6,89%, masing-masing).
Distribusi frekuensi varian genetic ini
bersifat ~ population-specific ~ dan  hasil
penelitian ini hanya spesifik untuk populasi
Sumatera Selatan. Hal ini dapat disebabkan
oleh lingkungan yang berbeda dan factor

seleksi alam sehingga terjadi adaptasi genetik
yang bersifats pesifik untuk populasi tertentu.
Hal ini juga diduga akibat dari proses
pergeseran genetik di kepulauan pasifik.
Mengenai fenotipe metabolisme CYP2C19,
metabolisme yang buruk (PMS) lebih sering di
antara orang Asia dibandingkan di Eropa.
Dengan demikian, dapat disimpulkan salah
satu penyebab perbedaan frekuensi pada
penelitian ini dengan penelitian terdahulu
kemungkinan karena pengaruh perbedaan
etnis.

Bioanalytical Raw Data
Study No | Study Drug ] Method Analyzis Date Analyst Subject No
l Omeprazole I LC-MSMS 02-Dec-2016 DKN SN 01-30
Calibration Corve Sample
Actual Cone. Ares
Standard
(ng/mi) Omeprezale | Pantoprazole
Blark [ 0 ]
Zem 0 0 137355
St 1 5.00 1556 187879
Sidz 9.99 3669 198548
Sid3 2098 10350 203225
sS4 | V99 37082 211449 - N
. Sds | - 39960 153710 | . 204386 4
Sd6_| . 99900 - 362551 195805 X
Spe | hmeréept | R | - ®R- ] - :
0.0018 |~ 0. 09999 | 1.0000

Hatlo Area Cmepessie 2. |
Pantoprazale T tily
o
"

g

200

A ICalbrationCurve T T b
y=0.001x + 0.000
R =09%

400 €00 800

Concentration of Owaprazole {ng/mi}

1020 1200

Note :

. *)The acceptance criteria is the back calculated concentrations of the calibration standards ~ ©
should be within + 15% of the nominal value, except :fgljlhe LLOQ (5:00 ng/ml) which it should be
- within = 20%. At least 75% of the calibration standards mast fulfil this criterion, including LLOQ and ULOQ .

QC Sample
Sumple | Actual Cone. Arex Ratio Meanared | Peviation
Neme | Replicats 0 : Cude, (Max 15
3 (rgfml) Omeprazole Pantoprazole | / Pantoprazoie | (ng/mlL)

Low QC o 1 6341 201168 00315 16,90 1274

2 7203 224579 0.e321 17.20 1472

Med QC 45970 1 203219 222716 09125 491.32 -1.66

) 2 190647 196163 09719 52340 474

1 291518 204367 14264 768,23 249

K 4
e 7058 2 262256 190569 1.3762 743,16 -L12

Gambar 3. Bionalisis Omeprazole Pada Subjek Penelitian

Pada penelitian ini, dari hasil HPLC,
dimana rerata omeprazole pada penelitian ini
antara Ems : Ims : PMs adalah 1,01 ; 1; 1,63 (
143,26 : 121,89 : 199,06 ng/ml). Berdasarkan
nilai tersebut, terdapat pola bahwa kadar
omeprazole pada PMs sesuai dengan dugaan
fenotipe, lebih besar dibanding Ems dan Ims.

Akan tetapi berdasarkan uji korelasi spearman,
nilai korelasi 0,035 dengan p = 0,875. Hal ini
berarti bahwa antara polimorfisme gen
CYP2C19 dan kadar omeprazole dalam darah
terdapat korelasi lemah dan tidak bermakna.
Hal ini tidak sejalan dengan penelitian-
penelitian sebelumnya, salah satunya Chang et
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al 2014 yang menyatakan bahwa, terdapat
korelasi antara polimorfisme gen CYP2C19
dan kadar omeprazole.

Pada penelitian ini didapatkan beberapa
temuan baru, yaitu (1) Frekuensi genotipe
CYP2C19 *2 pada pasien sindroma dispepsia
dari etnis melayu sumatera selatan lebih tinggi
(46,7%) daripada rerata orang Asia (30,26% ).
(2) Terdapat pasien dengan genotipe PMs,
yang seharusnya memiliki kadar omeprazole
yang tinggi terdapat satu pasien memiliki
kadar yang sangat rendah, yaitu 10,99 ng/ml.

4. Simpulan

Data tentang adanya variasi genotip dan
fenotip antar etnik pada enzim yang berperan
dalam metabolisme obat sangatlah penting
untuk memprediksi manfaat atau efek samping
yang dapat terjadi dalam suatu tindakan

terapeutik.  Berdasarkan hasil  penelitian
didapatkan ~ bahwa  polimorfisme  gen
CYP2C19 terjadi pada 46,7% subjek

penelitian dam terdapat korelasi yang lemah
dan tidak bermakna antara polimorfisme dan
kadar omeprazole

Oleh karena itu, perlu adanya penelitian
lebih lanjut mengapa genotipe polimorfisme
CYP2C19 tidak muncul secara fenotipe,
terutama pada kasus-kasus pasien dengan PMs
tetapi kadar omeprazolenya sangat rendah
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