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ABSTRACT

Periodontal diseas€ is a disease with muitifactorial etiology that can occur in postmenopausal women.
Objective: This rescarch aims wto know  the descriptionfof the genetic polymorphism of IL-1B in
postmenopausal women in Indonesia as a risk: factor, for periodontal “disease. Methods: This study is a
descriptive study on 55 biological:stored amples. Sample’s extracted’DNA-was-analysed for polymorphisms IL
-1p%* using PCR-RFLP method with Taql restriction enzyme digests then the result was electroforized.
Research results ‘were analyzed using chi square:test. Results: The genotype CC frequency was: 85.7%, CT
14.3%, and TT was absent in normal people:. CC'86.5%, CT 8.3%, and TT did not'exist in people who have
periodontal:disease. Conclusion: Genetic polymorphisms IL-1f in Indonesia’s postmenopausal women is not a
risk factor for:periodontal'disease

ABSTRAK

Polimorfisme:genetikIL-1p pada wanita ménopause sebagai faktor risiko penyakit.periodoental. Penyakit
periodontal' merupakan penyakit oral dengan ctiologisyang multifaktorial serta dapat terjadi pada wanita post-
menopause. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui'gambaran polimorfisme genetik IL-1B pada
populasi wanitaspostmenopause Indonesia sebagai faktor risiko penyakit periodontal. Meétode: Penelitian ini
merupakan studi deskriptif menggunakan sampel biologi. tersimpan sebanyalk.55 buah. Hasil ekstraksi DNA,
dilakukan pemeriksaan polimorfismé IE=I$™** nienggunakan métode PCR-RFI'P, dengan. digest enzim re-
striksi Taq"1 kemudian hasilnya dielektroforesis. Hasil penelitian dianalisis menggunakan tes chi-square. Ha-
sil: Gambaran frekuensi genotipe adalah.CC 85:7%, CT 14,3%jy.dan IT tidak ada.pada orang yang normal. CC
91,7%, CT 8,3%, and TT tidak ada-pada orang.yang memiliki-penyakit periodontal. Simpulan: Polimorfisme
genetik IL-1p pada wanita pascamenopause Indonesia bukan.merupakan faktor risiko penyakit periodontal
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PENDAHULUAN

Penyakit periodontal merupakan penyakit inflamasi
kronis yang disebabkan oleh bakteri yang menyerang
periodonsium, yaitu jaringan penyangga gigi."”
Menurut hasil studi morbiditas Surkenas (Survei Ke-
sehatan Nasional) 2003, penyakit gigi dan mulut
menduduki urutan pertama dari 10 kelompok
penyakit terbanyak yang dikeluhkan masyarakat.
Penyakit periodontal merupakan penyakit gigi dan
mulut lain yang banyak dikeluhkan selain karies gigi.
Berdasarkan SKRT 2004, prevalensi karies adalah
90,05%, sedangkan prevalensi penyakit periodontal
96,58%.

Penyebab utama dari penyakit periodontal adalah
mikroorganisme yang berkoloni dan melekat pada
permukaan gigi. Koloni bakteri yang dibiarkan akan
menjadi plak, yang dapat menyebabkan gingivitis.
Bila keadaan berlanjut, inflamasi akan bertambah
parah sehingga kerusakan jaringan akan mencapai
daerah periapikal.* Mikroorganisme yang
menyebabkan penyakit periodontal ini banyak
terdapat pada pasien dengan oral hygiene yang
buruk.’ Penyakit periodontal juga dapat menjadi
manifestasi oral dari beberapa penyakit sistemik
seperti penyakit kardiovaskular (hipertensi, penyakit
jantung iskemik, gagal jantung kongenital, infeksi
endokarditis), kelainan endokrin (diabetes mellitus,
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kelainan kelenjar tiroid dan paratiroid, serta
kekurangan adrenalin), penyakit ginjal, penyakit
hepar, penyakit paru, kemoterapi, terapi radiasi,
perdarahan, serta penyakit infeksi (hepatitis, HIV
dan AIDS, tuberkulosis).*® Tingkat keparahan
penyakit periodontal juga tampak lebih besar pada
pasien dengan sistem kekebalan tubuh yang rendah,
bila dibandingkan dengan pasien yang sehat.” Dalam
rongga mulut, terjadinya inflamasi merupakan
respon umum dari sistem imun  akibat
mikroorganisme patogen.” Terjadinya inflamasi
dimediasi oleh berbagai faktor. Salah satu faktor
proinflamasi yang berperan dalam penyakit
periodontal adalah gen IL-1B. Peningkatan
konsentrasi IL-1p dalam gingival crevicular fluid
(GCF) merupakan karakteristik dari penyakit
periodontal.® Studi lainnya /menunjukkan asosiasi
polimorfisme gen JIL-13  dengan  penyakit
periodontitis kronis pada populasi di India Selatan.’
Selain studi yangsmempelajari hubungan-penyakit
periodontal dengan penyakit sistemik, banyak. pula
studi yang mengaitkannya dengan polimorfisme
genetik IL-1P.. Polimorfisme..dari-periodontitis-
associated genotype (PAG) menunjukkan “adanya
peningkatan kadar TL-1B dalam gingival crevicular
fluid (GCF).!® Banyaknya-studi genetik yang mem-
pelajari hubungan faktor genctik'merupakan halsyang
penting untuk mengetahui’ faktor risiko seseorang
menderital penyakit periodontal.’ Ada empat momen
di mana seorang wanita lebih berisiko ;terhadap
penyakit periodontal, vaitu setelah menopause,
pubertas, kehamilan, dan saat menstruasi., Pada
wanita pascamenopause, hormon J/estrogen dan
progesteron “akan berhenti diproduksi, sementara
hormon estrogen_befperan penting dalam menjaga
homeostasis ‘tulang termasuk tulang.rahang. Oleh
karena itu, pada wanita pascamenopause.akan terjadi
penurunan densitas tulang rahang, serta membuat
jaringan periodontallebih rentan terhadap bakterd.*"!
Saat ini, di Indonesia terdapat 14 juta wanita meno-
pause, dan angka ini diperkirakan akan mencapai 60
juta pada tahun 2025 nanti.'? Studi mengenai petio-
dontitis yang banyak terjadisterutama pada wanita
terutama bagi yang telah mengalami ienopause.'
Penelitian ini ditujukan untuk mengetahui gambaran
polimorfisme genetik IL-1B pada populasi wanita
pascamenopause Indonesia sebagai faktor risiko
terjadinya penyakit periodontal.

METODE

Penelitian ini merupakan penelitian deskriptif
dengan analisis laboratoris. Sampel penelitian ini
merupakan hasil ekstraksi DNA dari serum darah
wanita pascamenopause dan merupakan bahan
penelitian tersimpan pada suhu -20°C di Laborato-
rium Biologi Fakultas Kedokteran Universitas Indo-
nesia. Total sampel yang digunakan berjumlah 55

buah dengan kriteria inklusi wanita pascamenopause
yang menandatangani informed consent dan kriteria
eksklusi adalah wanita yang masih mengalami men-
struasi serta tidak menandatangani informed consent.
Sampel DNA direndam di dalam water bath pada
suhu kamar selama +1-2 menit kemudian di-vortex
sampel DNA. Untuk blank, digunakan 500ul ddH,O
steril. Masukkan 498ul ddH,O sterile dan 2pl fem-
plate DNA dan dilakukan pipetting agar DNA dan
ddH,O steril tercampur merata. Kuvet dimasukkan
ke Spektrofotometer. Kadar kemurnian DNA diukur
dengan A 260/280. Larutan Agarose 1,5% dibuat
dengan 0,75gr bubuk Agarose dan 50ml TAE ke-
mudian dipanaskan di dalam microwave oven selama
I'menit dan diaduk dengan orbital shaker (kecepatan
0,75min"). Larutandituang ke dalam cetakan gel
yang telah dipasangi sisiz.untuk well dan diberi duct
tape pada kedua sisinya. Masukkan gel ke dalam
tangki elektroforesis. Gel sepenuhnya terendam laru-
tan TAE«Sebanyak 3l DNA /adder 50bp (marker)
ke dalam well pertama. Untuk /Syl DNA dicampur
dengan 2yl 7oading dye pada-kertas parafilm dima-
sukkan ke.dalam.well berikutnya. Elektroforesis dila-
kukan pada setfing 80V, 400mA sclama 60 menit.
Setelah dielektroforesis, rendam gel dalam larutan
Ethidumsbromide. (EtBr)yang:telah diencerkan (50pl
EtBrs/dan 50ml “Aquadest) lalu biarkan. selama 5
menit dan_dihindari dari ‘sinar matahari. Gel dicuci
dengan air mengalir selama 15 menit. Analisis foto
dilakukan dengan cara memasukkan gel ke dalam
GelDoc.

Untuk amplifikasi DNA teknik PCR, ' digunakan
Primer IL-1B +3954 Forward 5-CTC AGG TGT
CCT CGA AGA AAT CAA A-3’ dani Reverse 5’-
GCT TTT-IFTG.CTG TGAG TCC CG-3’. Komposisi
setiap 25l reaktan mengandung 12,5yl tag poly-
merase, 0,511 primer, forward, 0.5pl primer reverse,
6,5ul ddH,0,.dan SpL.-DNA.yang telah di-vortex dan
di-centrifuge. Kondisi PCR meliputi 35 siklus, dia-
wali dengan denaturasi awal (initial denaturation)
suhu 94°C selama 5 menit (1 siklus), lalu denaturasi
(denaturation)'suhu.-94°C selama 30 detik, annealing
suhu 58°C selama 30 detik, ekstensi (extension)
sthu ;72°C selama 30 detik, ekstensi akhir (final
extension) suhu 72°C selama 7 menit, dan penyim-
panan (final hold) suhu 4°C. Hasil PCR diperiksa
dengan  elektroforesis = menggunakan Agarose
1,5% yang diatur pada 80V, 400mA selama 60 menit
dengan ladder 50bp dan 7l produk PCR. Hasil elek-
troforesis direndam EtBr selama 5 menit dan dicuci
dengan air mengalir selama 15 menit dan dianalisis
dalam GelDoc. Produk PCR yang dihasilkan dari
amplifikasi DNA adalah 194bp. Pemotongan pro-
duk PCR dilakukan dengan pemberian enzim
restriksi Taq®l dengan komposisi Taq“l 0,5ul, Bo-
vine Serum Albumin (BSA) 1ul, Buffer 2ul, ddH,O
17,5ul, dan produk PCR 10ul. Produk enzim di-
inkubasi dengan water bath pada suhu 65°C selama 4
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jam, lalu dipindahkan ke suhu 85°C untuk diinakti-
vasi. Hasil pemotongan diperiksa menggunakan
elektroforesis dengan 3% Agarose dan buffer TAE.
Produk enzim sebanyak 10uL dicampur dengan
loading dye sebanyak 2 dan ladder yang digunakan
adalah 25bp. Elektroforesis digunakan pada tegangan
80V, 400mA selama 60 menit. Untuk visualisasi
DNA, gel ditempatkan pada GelDoc. Data kemudian
dianalisis menggunakan program komputer Statisti-
cal Program for Social Science (SPSS) versi 17.

HASIL

Pada data sekunder terdapat data OHIS dan'PBI yang
digunakan untuk mengetahui apakah sampel berisiko
terkena penyakit periodontal atau tidak. Prevalensi
penyakit diabetes pada 55 sampel di- mana 48
(87,3%) diantaranya menderita penyakit.periodontal:
Produk PCR yangrdihasilkan dari-amplifikasi DNA
adalah 194bp dengan DNA ladder.yang digunakan
adalah 50bp. Pemotongan produk PCR dilakukan
dengan pemberian enzim restriksi=Tag*l:-Hasilnya
adalah 194bp dan menunjukkan foto hasil elektro-
foresis hasil pemotongan gen I1L-1p** dengan en-
zim restriksi Taq®“l di mana potongan yang diperoleh
adalah 97+85+12 bp untuk CC; 182+12bp untuk.CT.
Hasil menunjukkan untuk frekuensi alel.C adalah 92
dari 96 alel (95,8%) dan T adalah 4 dari; 96 alel
(4,2%) pada orang dengan risiko penyakit periodon-
tal dan C adalah 13 dari 14 alel (95,3%) dan T adalah
1 dari 14 alel«(4,7%) pada orang yang tidak berisiko
penyakit periodontal. Hasil perhitungan tes ¢hi-
square (p=0,508) menunjukkan hasil yang tidak ber-
makna untukspolimorfisme genetik IL-1p7** pada
wanita postmenopause Indonesia.

PEMBAHASAN

Penelitian ini secara umum bertujuan untuk menje-
laskan gambaran polimorfisme genetik sebagai
faktor risiko terjadinya penyakit periodontal dengan
mendeteksi gen IL-1B pada pepulasi wanita
pascamenopause  Indonesia yang  mengalami
metilasi. Pada penelitian ini data yang digunakan
merupakan data sekunder yang tersimpan pada labo-
ratorium Biologi Fakultas Kedokteran Universitas
Indonesia. Skor PBI yang digunakan untuk
menggambarkan keadaan periodontal pada wanita
pascamenopause dapat dipengaruhi oleh faktor fluk-
tuasi dari hormon reproduksi menjelang menopause
dapat menimbulkan inflamasi pada jaringan perio-
dontal, sehingga perdarahan pada saat probing dapat
terjadi.”® Studi sebelumnya menyatakan bahwa pen-
gukuran skor OHIS dan PBI dapat digunakan untuk
menggambarkan keadaan dan penyakit periodontal
pada umumnya.” Produk hasil PCR akan tampak
pada 194bp. Pada genotipe homozigot TT, tidak ada

pemotongan produk PCR yang terjadi dan hanya
band 194bp yang terlihat. Berdasarkan teori, ada 3
genotipe yang berbeda, yaitu CC, CT, dan TT.” Studi
yang dilakukan oleh Prakash et al menyatakan
bahwa persentasi penyakit periodontal pada grup
alel T (28%) lebih tinggi daripada grup alel C
(8,7%). Namun, pada penelitian ini tidak ditemukan
sampel dengan genotipe TT. Pada genotipe ho-
mozigot CC, produk PCR ter-digest pada 97, 85, dan
12bp.” Namun, pada penelitian ini hanya terlihat 2
band, yaitu 97bp dan 85bp.

Pada genotipe heterozigot CT, produk PCR ter-
digest pada 182 dan 12bp.” Pada penelitian ini terli-
hat satu pitagmyaitu pada 182bp. Berdasarkan hasil
perhitungan; ditemukan genotipe CT sebanyak 1 dari
12 orang (8,3%) pada orang dengan risiko penyakit
periodontal dan sebanyak 4. dari 43 orang (9,3%)
pada orang yang tidak berisiko diabetes. Pada peneli-
tian di Hungaria, ditemukan genotipe CT pada anak-
anak dengan DM tipe 1 sebanyak 170 dari 312 orang
(54%) dan pada anak-anak sehat sebanyak 62 dari
171 orang(36%)- -Frckueiisi alel C adalah 92 dari 96
alel (95,8%) dan'T adalah 4 dari 96 alel.(4,2%) pada
orang dengan risiko penyakit periodontal dan C
adalah 13dari 14, alel'(95;3%)dan T adalah 1 dari 14
alel (4,7%) padaorang yang tidak berisiko penyakit
petiodontal.  Berdasarkan».hasil perhitungan, fre-
kuensi genotipe adalah CC 85,7%, CT 14,3%, dan
TT tidak ada pada orang yang tidak memiliki pen-
yakit petiodontal dan CC 91,7%, CT 8,3%, and TT
tidak ada'pada orang yangmmemiliki penyakit perio-
dontal. "Hal ini tidak sesuai dengan literatur bahwa
alel -\CC.merupakan homozigot normal, sedangkan
alel CT dan TT diduga mempunyai_ kaitan dengan
penyakit-periodontal.’ Hasil penelitian ini menunjuk-
kan perbedaan yang tidak bermakna frekuensi geno-
tipe"CC antara sampel _penderita penyakit perio-
dontal “dengan yang tidak..Hasil tes chi square
(»=0,508) ‘menunjukkan hasil polimorfisme genetik
IL-1B"bukan merupakan faktor risiko untuk penyakit
periodontal pada wanita paska menopause Indonesia.

SIMPULAN

Kesimpulan yang dapat diambil dari penelitian ini
adalah bahwa polimorfisme genetik IL-1B terjadi
dengan hasil potongan 97, 85, dan 12bp untuk geno-
tipe CC dan potongan 182 dan 12bp untuk genotipe
CT. Polimorfisme genetik IL-1B bukan merupakan
faktor risiko untuk penyakit periodontal pada wanita
paska menopause Indonesia.
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