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Abstrak

Nama : Turyadi
Program Studi : Timu Biomedik Kekhususan Imunologi
Judul : Mutasi basal core promoter (BCP) dan precore virus

hepatitis B pada perjalanan infcksi hepatitis B kronis

Latar Belakang. Mutasi A1762T/G1764A basal core promoter (BCP) dan
G1896A precore pada genom virus hepatitis B (VHB) berhubungan dengan tingkat
keparahan penyakit hati, namun demikian peran mutasi-mutasi tersebut pada
perjalanan infeksi hepatitis B kronis masih belum jelas. Oleh karena itu, penelitian
ini bertujuan untuk mengetahui prevalensi mutasi A1762T/G1764A. dan G1896A
serta hubungannya dengan fase-fase pada perjalanan infeksi hepatitis B kronis.
Metodologi. Seratus empat puluh pasien hepatitis B kronis yang dilibatkan dalam
penelitian ini, belum mendapatkan pengobatan, dan dikelompokkan ke dalam fase
immunotolerant (IT), immunoclearance (1C), non/low replicative (LLR) dan hepatitis
“e”negatif (ENH). DNA VHB diperiksa dan diukur kadarnya dengan teknik
polymerase chain reaction, kemudian disckuensing untuk dianalisis.

Hasil. Usia subjek lebih tua pada kelompok ENH dan LR dibandingkan dengan
fase lain (p<0.05). Kadar DNA paling tinggi pada fase IC dan paling rendah pada
fase LR (p<0.001), sementara pria mempunyai risiko lebih besar terjadi reaktivasi
dengan HBeAg negatif (p<0.05). Mutasi A1762T/G1764A tidak berbeda bermakna
pada semua fase (p=0.56) dan lebih tinggi pada genotipe C dan subtipe aedr
(p<0.05). Mutasi G1836A paling tinggi pada fase LR (p<0.05), dan tidak berbeda
bermakna pada genotipe dan subtipe VHB. Tidak ada hubungan antara kadar DNA
VHB dengan mutasi di precore dan BCP.

Kesimpulan. Prevalensi mutasi G1896A berbeda pada fase hepatitis B kronis di
Indonesia, ditemukan lebih sering pada usia lebih tua dan fase lanjut. Mutasi
A1762T/G1764A berkorelasi dengan genotipe dan subtipe VHB, sebaliknya tidak
berhubungan dengan fase infeksi. Studi ini mengindikasikan bahwa mutasi BCP
tidak berhubungan dengan serokonversi HBeAg pada perjalanan infeksi hepatitis B
kronis.

Kata kunci: hepatitis B kronis, perjalanan infeksi, basal core promoter, precore

viii

Mutasi basal..., Turyadi, FK Ul, 2010



Abstract

Name : Turyadi
Study Program : Biomedical Science, Majoring in Immunology
Titie : Basal core promoter (BCP) and precore mutations during

the natural history of chronic hepatitis B patients

Background: Precore G1896A and basal core promoter (BCP) A1762T/G1764A
mutations of hepatitis B virus (HBV) genome have been correlated with severe
liver diseases; however, their role in the pathogenesis of chronic hepatitis B (CHB)
remains unclear. We assessed the prevalence and association of these mutations in
different phases of CHB in Indonesian patients.

Methods: One-hundred and forty CHB patients, not undergoing antiviral therapy,
were classified into immune-tolerance (IT), immune-clearance (IC), non/low-
replicative (LR), and hepatitis B ¢ antigen (HBeAg)-negative hepatitis (ENH)
phases. HBV DNA was detected and quantified by polymerase chain reaction then
analyzed by sequencing.

Results: ENH and LR patients were older than IC or IT patients (p <0.05). HBV
DNA levels were highest in IC patients and lowest in LR (p<0.0001). The A1896
pre-core mutants were most prevalent in LR (p<0.001) and higher in ENH
(p<0.001) than in IT and IC patients, while the A1762T/G1764A BCP mutants
were comparable between all phases. The A1762T/G1764A BCP mutants were
more frequently identified in genotype C than in genotype B (p <0.05), and in
subtype adr than in subtypes adw and ayw (p <0.05). The T1858 mutants were
detected in almost all HBV isolates regardless the genotypes (B and C). No
associations were observed between HBV DNA levels and precore as well as BCP
mutations.

Conclusions: The prevalence of precore A1896 mutation differed in phases of
CHB in Indonesian patients with preponderance in older ages and later stages. BCP
A1762T/G1764A mutations were associated with HBVY genotypes and subtypes,
irrespective of infection phases. These findings indicate that BCP mutations could
be independent of HBeAg seroconversion in the natural history of chronic HBV
infection,

Keywords : chronic hepatitis B, natural history, basal core promoter, precore
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BAB1
PENDAHULUAN
I.1. Latar belakang

Hepatitis B adalah penyakit hati akibat infeksi virus hepatitis B (VHB), yang.
merupakan masalah global di bidang kesehatan. Sekitar 2 milyar penduduk dunia
terinfeksi VHB dan 360 juta di antaranya menjadi pengidap VHB kronis dengan
risiko terjadinya sirosis dan kanker hati, sekaligus sebagai pembawa VHB. Selama
tahun 2000 diperkirakan sekitar 620.000 penderita hepatitis B yang meninggal dunia,
580.000 (94%) di antaranya karena sirosis dan kanker hati yang disebabkan infeksi
hepatitis B kronis, sementara 40.000 (6%) sisanya karena hepatitis B akut.'

Indonesia merupakan wilayah dengan prevalensi pengidap hepatitis B mulai
dari sedang hingga tinggi, dan secara umum dimasukkan pada daerah dengan
prevalensi tinggi.?

Infeksi VHB dikelompokkan ke dalam infeksi akut dan infeksi kronis. Sekitar
95% pengidap hepatitis B kronis terinfeksi pada saat lahir atau masa kanak-kanak,
sedangkan 5% lainnya terinfeksi pada usia dewasa.>*

Hepatitis B kromis (chronic hepatitis B = CHB) didefinisikan apabila pada
penderita ditemukan adanya hepatitis B surface antigen (HBsAg) dalam serum lebih
dari 6 bulan. Hepatitis B kronis mempunyai spektrum yang luas, mulai dari tanpa
gejala, hepatitis kronis aktif, sirosis hati sampat terjadinya kanker hati.*® Berdasarkan
status hepatitis B e antigen (HBeAg), kadar DNA VHB, dan kadar alanine
transaminase (ALT), Fattovich et al membagi perjalanan infeksi hepatitis B kronis ke
dalam empat fase, meliputi: (1) fase imunotoleran (immunotolerant = IT) yang
merupakan awal dari infeksi yang ditandai dengan HBeAg positif, kenaikan kadar
DNA VHB, kadar ALT normal, (2) fase imunoreaktif (immunoclearancee = IC) yang
merupakan fase lanjutan dan fase IT dengan ciri-ciri HBeAg positif, kadar virus
mulai menurun atau fluktuatif, serta kadar ALT cenderung meningkat atau fluktuatif,
(3) replikasi rendah atau tanpa replikasi (low replicative = LR} adalah fase inaktif
ditandai HBeAg negatif dengan kadar DNA VHB yang rendah atau tidak terdeteksi,
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kadar ALT normal, dan (4) fase hepatitis B dengan HBeAg negatif ("e” regative
hepatitis = ENH) sering disebut juga dengan fase reaktivasi dan ditandai dengan
HBeAg negatif, kenaikan kadar DNA VHB, serta kenaikan kadar ALT]

Pada fase LR risiko terjadinya sirosis dan kanker hati sangat rendah dan telah
mengalami serokonversi HBeAg dari HBeAg positif dan anti-HBe negatif menjadi
HBeAg negatif dan anti-HBe positif.? Serokonversi HBeAg pada fase LR dianggap
sebagai penanda penurunan replikasi virus, sehingga serokonversi HBeAg dijadikan
target jangka pendek pada terapi hepatitis B. Ternyata scbagian penderita hepatitis B
dengan HBeAg negatif dapat mengalami reaktivasi menuju fase ENH, di mana
replikasi terjadi kembali, baik diikuti HBeAg positif maupun tetap dengan HBeAg
negatif. Pada tahap ini infeksi berkembang menjadi hepatitis B kronis aktif, di mana
kemungkinan terjadinya sirosis hati adalah 2-4%.° Terjadinya sirosis hati pada
penderita hepatitis B kronis dengan HBeAg negatif dua kali lebih besar dibanding
pada penderita dengan HBeAg positif.” Fase ini biasanya terjadi pada pasien yang
lebih tua dengan kerusakan hati yang berkelanjutan karena merupakan fase lanjut dari
infeksi hepatitis B kronis.'°

Protein prekursor HBeAg yang disandi oleh gen core (C), setelah mengalami
proses modifikasi pasca translasi menjadi HBeAg diekspresikan ke luar hepatosit dan
akhirnya masuk ke dalam aliran darah. Gen C dalam transkripsinya menghasilkan dua
macam messenger RNA (mRNA) yaitu: (1) mRNA precore yang menyandi HBeAg
dan (2) mRNA pregenom yang menyandi protein C, yang merupakan komponen
kapsid. Selain itu gen C juga mengalami transkripsi balik menghasilkan DNA genom
pada proses replikasi VHB."!

Proses transkripsi balik pada replikasi VHB tidak mempunyai kemampuan
koreksi (proof reading) jika terjadi salah baca. Hal ini menyebabkan laju mutasi pada
genom VHB lebih cepat dibanding virus DNA- yéng lain. Mnutasi tersebut dapat
terjadi pada semua gen dan dapat mempengaruhi protein yang disandinya termasuk
mempengaruhi ekspresi HBeAg jika mutasi tersebut terjadi pada regio precore yang
merupakan bagian dari gen C atau terjadi pada regio promoter vang mengatur

transkripsinya.'?
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Dalam hubungannya dengan ekspresi HBeAg selama replikasi virus, terdapat
dua kelompok mutasi yang mempengaruhi ekspresi HBeAg. Yang pertama mutasi
G1896A pada regio precore yang terletak pada basa ke-1896 guanin (G) menjadi
adenin (A) menyebabkan kodon ke 28 yang menyandi triptofan berubah menjadi
kodon stop. Mutasi ini menyebabkan kegagalan ekspresi HBeAg karena protein
prekursor gagal dibentuk. Pada RNA pregenom, nukleotida 1896 terletak pada daerah
lengkung sinyal enkapsidasi (disebut € = epsilon) yang sangat penting pada proses
replikasi VHB, dan berpasangan dengan nukleotida 1858 (kodon ke 15). Karena perlu
adanya kestabilan struktur €, maka mutasi G1896A pada logp tersebut dipengaruhi
pasangannya yaitu basa ke 1858. Mutasi C1858T pada regio precore yang merubah
sitosin (cytosine = C) menjadi timin (T) meningkatkan kestabilan mutasi G1896A,
atau dengan kata lain mutasi C1858T merupakan faktor disposisi terjadinya mutasi
G1896A."% Kelompok mutasi kedua yang mempengaruhi ekspresi HBeAg adalah
yang terjadi pada regio basal core promoter (BCP) yang merupakan mutasi ganda
A1762T/G1764A yang merubah A menjadi T pada basa ke 1762 dan G menjadi A
pada basa ke 1764. Mutasi ini menyebabkan penurunan laju transkripsi mRNA
precore sehingga ekspresi HBeAg juga menurun. '

Kedua mutasi tersebut telah dilaporkan berhubungan dengan keparahan
penyakit, Mutasi precore dilaporkan berasosiasi erat dengan terjadinya hepatitis akut
fulminan, khususnya di daerah medietrania.>'® Sedangkan mutasi BCP berasosiasi
dengan manifestasi penyakit yang lebih parah, seperti sirosis yang progresif dan
kanker hati.'® Namun demikian peranan kedua kelompok mutasi tersebut dalam
hubungannya dengan perjalanan infeksi hepatitis B kronts masih belum banyak
diketahui.

Selain hubungannya dengan perubahan status HBeAg akibat mutasi tersebut,
keparahan penyakit hati juga dihubungkan dengan karakteristik genetik virus, yaitu
genotipe VHB yang ditentukan berdasarkan variasi susunan genom VHB, dan
serotipe VHB yang ditentukan berdasarkan perbedaan reaksi serologi. Terdapat
delapan genotipe VHB, yaitu A-H, serta empat subtipe utama VHB, yaitu adw, adr,
ayw dan aqyr. /"8
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1.2. Rumusan masalah

Indonesia merupakan wilayah dengan prevalensi hepatitis B kronis yang
tinggi dengan risiko terjadinya sirosis dan kanker hati. Faktor yang memegang
peranan utama pada perjalanan infeksi hepatitis B kronis meliputi: kadar DNA VHB,
HBeAg, genotipe VHB, dan mutasi pada BCP dan precclne.'9 Faktor-faktor tersebut
dapat berperan sendiri-sendiri maupun kombinasi, namun demikian mekanismenya
belum banyak diketahui sehingga diperlukan studi mengenai masing-masing faktor
dan hubungannya satu sama lain.

Hingga saat ini data mengenai mutasi A1762T/G1764A pada regio BCP dan
(G1896A regio precore dari subjek Indonesia masih sangat terbatas. Sedangkan data
mutasi-mutasi tersebut pada berbagai fase perjalanan infeksi hepatitis B kronis di
Indonesia sampai saat ini belum pernah dilaporkan.

HBeAg negatif masih digunakan sebagai target pada terapi hepatitis B oleh
sebagian kalangan. Mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan atau G1896A regio
precore dapat mempengaruhi produksi HBeAg?® sehingga pada keadaan tersebut
kadar HBeAg dalam darah kemungkinan tidak lagi dapat dikaitkan dengan laju
replikasi yang terjadi dalam sel hati. Apakah HBeAg masth relevan untuk dijadikan
indikator replikasi virus, dan selanjutnya dijadikan target terapi, hal ini masih perlu
dikaji lebih Janjut.

Tong juga menyebutkan bahwa sebagian besar dari pasien hepatitis B kronis
aktif dengan HBeAg negatif membawa varian-varian VHB dengan mutasi pada regio
precore dan regio BCP? Apakah mutasi A1762T/G1764A dan G1896A tersebut
hanya ditemukan pada subjek dengan HBeAg negatif, informasi ini masih sangat
terbatas.

Mutasi yang sering terjadi pada regio BCP dan dikaitkan dengan status
HBeAg, menurut Tong menyebabkan penurunan ekspresi HBeAg hingga 80% tetapi
justeru meningkatkan replikasi genom VHB hingga 8 kali lipat,® yang artinya bahwa
subjek yang membawa mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A precore
mempunyai kadar DNA VHB lebih tinggi dibandingkan yang normal. Apakah ini

juga berlaku di populasi Indonesia, sampai sekarang belum ada laporan mengenal hal

Universitas Indonesia 4

Mutasi basal..., Turyadi, FK Ul, 2010



itu. Selain itu, data mengenai pola mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A

regio precore dari subjek CHB dalam hubungannya dengan genotipe dan subtipe

yang beredar di Indonesia juga masih masih sangat terbatas.

1.3. Tujuan penelitian

1.3.1.Tujuan umum

Mengetahui prevalensi mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A regio

precore dan mempelajari hubungannya dengan fase perjalanan infeksi hepatitis B

kronis pada populasi pasien di Indonesia

1.3.2. Tujuan khusus

L

Mengetahui prevalensi mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A regio

precore pada berbagai fase perjalanan mfeksi hepatitis B kronis.

. Mengetahui hubungan antara mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A

regio precore dengan jenis kelamin.

. Mengetahui hubungan antara mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A

regio precore dengan usia subjek.

. Mengetahui hubungan antara mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A

regio precore dengan keradangan hati.

. Mengetahui hubungan antara mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A

regio precore dengan kadar DNA VHB,

. Mengetahui hubungan antara mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A

regio precore dengan genotipe VHB,

. Mengetahui hubungan antara mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A

regio precore dengan subtipe VHB.

. Mengetahui hubungan antara mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan G1896A

regio precore dengan status HBeAg,
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L.4.Manfaat penelitian

1.4.1. Manfaat klinis

Data mengenai mutasi A1762T/G1764A rtegio BCP dan G1896A regio
precore serta hubungannya dengan fase, status HBeAg dan kadar DNA VHB dapat
menjadi bahan pertimbangan pada tata laksana pengobatan pasien hepatitis B kronis
terutama dengan HBeAg negatif.

1.4.2. Manfaat ilmiah

Data mengenai mutasi Al762T/G1764A regio BCP dan GI896A regio
precore pada berbagai fase hepatitis B kronis, serta kaitannya dengan genotipe dan
subtipe yang beredar di Indonesia, diharapkan dapat memberikan kontribusi dalam

memahami peranan mutasi-mutasi tersebut pada perjalanan infeksi hepatitis B kronis.
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BAB II
TINJAUAN PUSTAKA
I1.1. Epidemiologi

Penyakit hepatitis B yang disebabkan oleh virus hepatitis B (VHB)
mempunyai penyebaran yang sangat luas di belahan dunia. Diperkirakan lebih dari 2
miliar penduduk dunia pernah terinfeksi VHB. Dari angka tersebut, kira-kira 360 juta
di antaranya merupakan pengidap infeksi kronis dengan gejala yang bervariasi mulai
tanpa gejala, gejala ringan hingga berat. Penyakit hepatitis B kronis ini mempunyai
risiko untuk terjadinya sirosis hati dan kanker hati. Berdasarkan data tahun 2000,
diperkirakan sekitar 600 ribu pasien hepatitis B kronis meninggal dunia setiap
tahunnya karena VHB."'

Menurut WHO Indonesia termasuk daerah dengan prevalensi hepatitis B
sedang hingga tinggi, tetapi secara rata-rata termasuk sebagai prevalensi tinggi.> Peta

penyebaran hepatitis B terlihat pada gambar 2.1.

B>7% {]2-7% [B<2%

Gambar 2.1. Peta penyebaran hepatitis B di dunia.”’
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I1.2. Sejarah dan klasifikasi virus hepatitis B

Seperti yang dituliskan oleh Reuben, sejarah hepatitis B diawali oleh
penemuan Baruch Blumberg seorang ahli genetik yang sedang mengerjakan riseinya
mengenai polimorfisme protein plasma. Dia menemukan suatu protein yang unik
pada saat melakukan imunodifusi ganda sederhana menggunakan gel agar dari serum
seorang Aborigine Australia dan dari seorang penderita hemeofilia yang sering
mendapat transfusi darah sebagai sumber antibodi. Protein unik tersebut kemudian
disebut sebagai Australian antigen (Au antigen). Prince kemudian menemukan bahwa
antigen tersebut mempunyai kesamaan dengan protein (antigen) yang ada dalam
serum dengan positif hepatitis. Dengan menggunakan mikroskop elektron tahun 1970
Dane et al berhasil mendeskripsikan antigen tersebut sebagai partikel virus dengan
ukuran 42 nm, sehingga sampai sekarang VHB disebut juga sebagai partikel “Dane”.
Selanjutnya Krugman et al melakukan penelitian yang sangat kontroversial dengan
menginokulasi dan memberi asupan makanan yang bersifat infeksius kepada anak-
anak penderita retardasi mental. Dari perlakuan tersebut didapatkan dua tipe virus
hepatitis yang berbeda secara imunologi dan disebut sebagai virus hepatitis A (VHA)
dan virus hepatitis B (VHB).” Pada tahun 1973 WHO menamakan antigen Australia
sebagal hep&t:’ﬁs B antigen (HBAg), dan selanjutnya disebut sebagai HBsAg
(hepatitis B surface antigen).** Penemuan antigen Australia yang kemudian disebut
sebagai HBsAg merupakan tonggak bagi perkembangan penelitian hepatitis, untuk ttu
pada tahun 1976 Blumberg dianugerahi hadiah Nobel bidang Fisiologi dan
Kedokteran.”*?

Virus hepatitis B merupakan virus dengan genom DNA ukuran sangat kecil
yaitu sekitar 3,3 kilobasa (kb) di mana strategi replikasinya melibatkan transkripsi
balik. Berdasarkan pada kriteria genom, organisasi genom dan strategi dalam proses
replikasi tersebut, virus hepatitis B termasuk dalam famili Hepadnaviridae. Famili
Hepadnaviridae mempunyai 2 genus yaitu orthohepadnavirus yang menginfeksi
mamalia dan avihepadnavirus yang menginfeksi unggas. VHB termasuk dalam genus
orthohepadnavirus bersama dengan woodchuck hepatitis virus (WHV), ground

squirrel hepatitis virus (GSHV) dan wooly monkey hepatitis virus (WMHV).*
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Berdasarkan pada tingkat perbedaan urutan nukleotida dalam genom virus,
sampai saat ini VHB dikelompokkan ke dalam 8 genotipe (A-H). Genotipe
ditentukan oleh adanya perbedaan urutan nukleotida lebih dari 8% dari seluruh
genom VHB, atau tingkat perbedaan lebih dani 4% jika diukur pada gen yang
menyandi protein S.%

Antigen permukaan VHB (HBsAg) mempunyai tiga daerah antigen utama,
meliputi:

- antigen “a” yang spesifik untuk semua kelompok VHB,

1

- antigen “d” atau “y” yang spesifik untuk subtipe, dan

¥

- antigen “r” atau”w” yang spesifik untuk subtipe.

Dengan demikian VHB dapat diklasifikasikan ke dalam empat subtipe utama, adr,
adw, ayr dan ayw. 26 Penentuan subtipe utama dilakukan dengan melihat jenis asam
amino pada posisi 122 dan posisi 160 dari protein S. Subtipe adr atau adw
mempunyai asam amino lisin (K} pada asam amino ke 122, sementara pada subtipe
ayw atau ayr pada tempat tersebut adalah asam amino arginin (R). Subtipe adw atau
ayw mempunyai asam amino K pada asam amino ke 160, sementara pada subtipe adr
atau ayr pada tempat tersebut adalah R. .

Dengan ditemukannya spesifisitas tambahan dalam subtipe yang. ada,
klasifikasi tersebut diperluas lagi menjadi sembilan subtipe, aywl, ayw2, ayw3, ayw4,
ayr, adw2, adw4, adrg+ dan adrg-.Asam amino ke 127 menentukan klasifikasi lebih
lanjut untuk subtipe utama adw dan ayw. Pada posist tersebut dapat berupa asam
amino prolin (P), threonin (T) atau leusin (L), maka menjadi wl/w2, w3 atau w4,
sesual urutannya. Lima asam amino yang terletak pada posisi 134, 143, 159, 161 dan
168 membedakan antara aywl dan ayw2. Pada aywl, asam amino tersebut adalah
fenilalanin (F), T, alanin (A), tirosin (Y) dan valin (V), dan pada ayw2 adalah Y, serin
(S), glisin (G), F dan A. Subtipe adw2 mempunyai kesanaan asam amino dengan
ayw] pada kelima posisi tersebut. Subtipe adrg+ dan adrg- dibedakan atas jenis asam
amino pada posisi 159 dan 177, di mana A dan V untuk adrg+ serta V dan A untuk

adrg-?’
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IL.3. Organisasi genom virus hepatitis B

Virus hepatitis B berbentuk ikosahedral yang diselubungi oleh selubung virus
yang mempunyai protein permukaan HBsAg. Bagian virus yang membentuk
ikosahedral tersebut terdiri dari protein core yang melindungi genom virus berupa
DNA sirkuler tidak penuh yang berada di dalamnya.18 Genom VHB tersebut
berukuran sekitar 3,2 kb mempunyai empat open reading frame (ORF) yang saling
tumpang tindih (Gambar 2.2) yaitu: swrface (S) yang menyandi protein selubung,
core (C) yang menyandi protein core, polymerase (P) yang menyadi protein

polimerase dan X yang menyandi protein X2

59700~ Ty

3 o " 2
% & X{154aa -

Gambar 2.2. Gen-gen pada virus hepatitis B yang saling tumpang tindih.*®
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Gen 8, terdiri dan preS1, preS2 dan S, di mana preS2 terletak di bagian hulu
dari S dan preS1 terletak dibagian hulu dari preS2. Translasi protein dimulai dari
masing-masing preS1, preS2 dan S dan berhenti pada titik yang sama sehingga
dihasilkan protein S dengan tiga ukuran yang berbeda. Translasi yang dimulai dari
preS1 menghasilkan protein S besar (LHBs = large hepatitis B surface protein), yang
dimulai dari preS2 menyandi protein S sedang (MHBs = middle hepatitis B surface
protein) dan yang dimulai dari § menghasilkan protein S kecil (SHBs = small
hepatitis B surface protein). 18

Gen C menyandi dua jenis ukuran mRNA yaitu mRNA precore dan mRNA
pregnom dengan panjang sekitar 3,5 kb. mRNA precore mempunyai ukuran lebih
panjang di ujung 5° sekitar 30 basa dan pada daerah 30 basa tersebut terdapat sekuens
start codon dengan kerangka baca yang sama. Meskipun sebagian besar sekuens
kedua mRNA sama, tetapi protein yang dihasilkan berbeda. mRNA precore
ditranslasikan menghasilkan protein dengan ukuran 25 kDa yang kemudian
mengalami modifikasi pasca translasi menjadi protein dengan ukuran 17 kDa dan
diekspresi ke luar sel hati sebagai HBeAg. Sementara itu, mRNA pregenom yang
bersifat bi-sistronik selain ditranslasi menghasilkan protein core (ORF C) dengan
ukuran 183 asam amino, darl kerangka baca dan start codon yang berbeda
menghasilkan protein polimerase (ORF P). Selain itu, nRNA pregenom juga menjadi
cetakan dalam proses transkripsi balik menghasilkan DNA genom yang nantinya
akan mengalami enkapsidasi dalam pembentukan virion baru,"!

Gen X menyandi mRNA X dengan ukuran 0,7 kb yang ditranslasi
menghasilkan protein X yang fungsinya masih belum banyak diketahui.

Selain gen yang menyandi protein struktural dan enzim tersebut, terdapat juga
elemen-clemen regulator yang terdiri danl enhancer, promoter, glucocorticoid

responsive element serta NRE (negative regulatory element) dan elemen CCAAT.'®

11.4. Siklus hidup virus hepatitis B
Virus hepatitis B yang bersifat hepatotropik menginfeksi dan berkembang

dalam sel hati (hepatosit). Hepatosit merupakan target infeksi VHB, meskipun

Unjversitas Indonesia ]]

Mutasi basal..., Turyadi, FK Ul, 2010



penelitian telah membuktikan bahwa VHB dapat menginfeksi sel limfosit, $el ginjal,
dan pankreas, serta dilaporkan bahwa VHB pernah ditemukan di organ lain seperti
testis, lambung, usus, ginjal, sumsum tulang, tetapt pada jaringan-jaringan tersebut
tidak menyebabkan gejala penyakit. Virus hepatitis B masuk ke dalam aliran darah
dan menuju organ hati. Dalam sel hati VHB dapat masuk ke dalam sel diduga melalui
suatu reseptor yang hingga kini belum diketahui secara pasti.?*"!

Dalam sel hati VHB melepaskan selubung virus dan melepaskan genomnya
ke dalam inti sel. Selanjutnya dengan menggunakan enzim yang ada dalam sel,
genom yang semula berbentuk sirkuler tidak penuh berubah menjadi sirkuler penuh
yang disebut dengan covalently closed circular DNA (CCCDNA).30 Dengan
memanfaatkan perangkat yang ada dalam inti sel, cccDNA mengalami transkripsi
menghasilkan 4 kelompok mRNA, meliputt mRNA precore/pregenom berukuran
sekitar 3,5 kb, mRNA preS1 dengan ukuran 2,4 kb, mRNA preS2/S dengan ukuran
2,1 kb dan mRNA X dengan ukuran 0,7 kb. Semua mRNA tersebut mengalami
proses capping pada ujung 5° serta poliadenilasi pada wjung 3’ sebelum dibawa
keluar inti menuju ke endeplasmic reticulum di dalam sitoplasma, untuk selanjutnya
ditranslasi menghasilkan protein-protein yang dibutuhkan dalam pembentukan virus
bary, 303!

mRNA precore menyandi protein precore, yang setelah mengalami proses
modifikasi pasca translasi, diekspresi keluar sel sebagai HBeAg. Sementara itu
mRNA pregenom yang bersifat bi-sistronik menyandi protein core dan protein
polimerase. mRNA ini juga mengalami proses enkapsidasi oleh protein core. Protein
core pasca translasi yang berukuran 183 atau 185 asam amino (tergantung dari
genotipe virus) mengalami dimerisasi dan selanjutnya bergabung dengan sesamanya
secara spontan, dan selanjutnya berikatan dengan RNA pregenom dalam proses

enkapsidasi.??
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Gambar 2.3 . Pada proses enkapsidasi, protein polimerase terikat pada epsilon.!
DR=direct repeat, P=polimerase

RNA pregenom mempunyal bagian dengan urutan nukleotida yang spesifik
disebut sebagai direct repeat 1 (DR1), DR2 dan DRI1*. Selain itu juga terdapat
bagian yang dapat membentuk lengkungan (loop) yang disebut sebagai sinyal
enkapsidasi (¢ ) berada dekat wjung 5° dan dekat ujung 3°. Enkapsidasi dimulai dari
penempelan protein polimerase virus pada bagian gembung pertama dari struktur
epsilon membentuk kompleks RNA-Pol (Gambar 2.3). Kompleks tersebut kemudian
di-enkapsidasi oleh protein core dimer membentuk suatu nukleokapsid yang belum
matang. Begitu terjadi enkapsidasi atau segera sesudahnya, protein polimerase
melakukan transkripsi balik pada RNA pregenom yang ditkatnya menghasilkan
genom DNA untai negatif. Sejalan dengan proses transkripsi balik, untai RNA yang
telah ditranskrip didegradasi oleh RNase H yang merupakan aktivitas protein
polimerase. Seluruh RNA pregenom didegradasi kecuali bagian ujung yang telah
mengalami capping sebelumnya yang berisi 18 basa termasuk DR1. Karena sekuens
DR1 dan DR2 bersifat saling komplementer, DR1 menempel dengan DR2 pada ujung
lainnya dan membentuk lingkaran, sementara itu sisa RNA yang tidak didegradasi
oleh RNase H siap untuk menjadi primer pada sintesis DNA oléh DNA polimerase
membentuk genom virus dalam bentuk untai ganda tidak lengkap dan disebut sebagai
relaxed circular DNA (rcDNA). Pada rcDNA  uung 5° untai negatif protein
polimerase tetap terikat secara kovalen,'*?

Nukleokapsid yang berisi rcDNA dalam retikulum endoplasma mengalami
pembungkusan (selubung) oleh membran retikulum endoplasma di mana pada
membran tersebut banyak terdapat protein S, baik yang kecil, sedang maupun yang

besar dan membentuk virion baru. Virion tesebut dibawa oleh kompartemen pre-

Universitas Indonesia {3

Mutasi basal..., Turyadi, FK Ul, 2010



golgi keluar dari sel hepatosit sebagai virus baru 2! Apabila pada membran
retikulum endoplasma belum cukup adanya protein S, maka nukleokapsid akan

kembali menuju inti sel dan mengalami proses yang sama seperti infeksi baru. Hal ini

akan memperbanyak populasi cccDNA yang ada dalam inti sel hepatosit.*
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Gambar 2.4. Replikasi VHB dalam sel hepatosit.*

Selain virus baru, pada proses replikast VHB juga dihasilkan subvirus dan
protein terlarut HBeAg yang keluarkan dari sel hepatosit (Gambar 2.4). Subvirus
merupakan selubung HBsAg yang tidak membawa nukleokapsid termasuk genom

3334 HBeAg bukan merupakan komponen dari virus, tetapi secara

virus di dalamnya.
normal dihasilkan pada saat terjadi replikasi virus.® Sebagai akibatnya keberadaan
HBeAg kadang dikaitkan dengan replikasi VHB yang sedang berlangsung dalam sel

hepatosii.
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IL.5. Respon imun terhadap infeksi virus hepatitis B

Respon imun dari inang terhadap infeksi VHB merupakan interaksi yang
kompleks dari beberapa sel. Di dalam organ hati, virus yang masuk dikenali oleh sel
Kupffer sebagai antigen asing sehingga virus tersebut ditelan dan dicerna. Sel
Kupffer sebagai sel antigen presenting cell (APC) mempresentasikan antigen dari
virus melalui major histocompatibility complex 11 (MHC 1I) pada membran sel hati,
yang kemudian akan dikenali dan mengaktifkan sel T CD4+ (T helper). Melalui
sitokin yang diproduksinya, T helper teraktivasi akan mengaktifkan sel T CD8+ (T
sitotoksik) dan sel B.*5~¢ '

Virus yang berhasil masuk ke dalam sel hepatosit mengalami proses replikasi
menghasilkan virus-virus baru dan protein-protein virus. Antigen dari komponen
virus dipresentasikan melalui MHC I yang akan dikenali sel T sitotoksik dan
mengaktifkannya. Sel T sitotoksik yang teraktivasi dan dibantu oleh sel T helper akan
mengenali sel hepatosit terinfeksi VHB melalui antigen spesifik yang dipresentasikan
melelui MHC II. Sel T sitotoksik tersebut kemudian menghambat replikasi virus
dengan dua cara: (1) tanpa melisis sel hepatosit terinfeksi, tetapi melalui sitokin-
sitokin yang diproduksinya dan (2) yang lebih sering adalah dengan cara melisis sel
hepatosit yang terinfeksi.*®

Aktivitas sel T sitotoksik dalam eliminasi virus dengan cara melisis sel
terinfeksi menyebabkan keradangan hati. Indikator keradangan hati biasanya dapat
diketahui dari kenaikan kadar ALT. ALT merupakan enzim yang ada dalam sel
hepatosit. Kerusakan pada sel hepatosit menyebabkan kebocoran sehingga enzim
ALT dilepaskan ke dalam aliran darah, sebagai akibatnya konsentrasi ALT di aliran
darah meningkat.?’:z

Perjalanan infeksi VHB ditentukan oleh factor usia, status imun dan rute dari
infeksi tersebut. Infeksi yang terjadi secara vertikal dari ibu kepada anaknya atau
terjadi pada masa kanak-kanak di mana status imun masih lemah (imunotoleran)
sebagian besar akan berlanjut menjadi infeksi kronis. Sebaliknya jika infeksi terjadi
pada usia dewasa dengan status imun telah berkembang dengan baik, sebagian besar

(95% kasus) VHB dapat dilawan oleh sistem imun dan dapat sembuh total.”’
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Secara umum imunitas bawaan akan segera memainkan peran begitu terjadi
infeksi virus untuk membatasi penyebaran mikroba patogen termasuk virus serta
segera membantu pembentukan respon imun adaptif.“ Sel-sel yang berperanan pada
imunitas bawaan antara lain adalah makrofag, sel narural killer (NK), dan sel-sel
yang mengekspresi mediator inflamasi. Sedangkan molekul yang terlibat di antarantya
protein komplemen dan sitokin pro-inflamasi.*

Pada infeksi VHB, genom virus yang tersembunyi di dalam protein kapsid
tidak dikenali oleh paitern recognition receptors (PRRs) sehingga tidak terdeteksi

oleh sistem imun bawaan.*®

11.5.1. Respon imun pada infekst virus hepatitis B akut

Mekanisme eliminasi virus pada infeksi akut telah banyak diteliti, baik
penelitian klinis maupun eksperimental. Ratnam et al menyebutkan beberapa
komponen yang terlibat pada eliminasi virus pada infeksi akut sebagai respon imun
meliputi: (a) respon sitotoksik oleh sel T sitotoksik terhadap sel yang terinfeksi VHB.
Sel terinfeksi dapat dikenali oleh sel T sitotoksik karena sel terinfeksi tersebut
mengekspresikan antigen virus pada permukaannya, (b) sel Thl memproduksi sitokin
proinflamasi, seperti interferon (IFN), fumor necrosis factor (INF) dan interleukin 12
(IL-12) yang mempunyai aktivitas antivirus dan dapat menekan reproduksi virus
dalam sel hati, (¢) sel-sel terinfeksi VHB dihancurkan oleh komponen imunitas
bawaan, misalnya sel NX dan natural killer T (NKT), (d) produksi anti-HBs yang
mampu menetralisasi virus dapat mencegah terjadinya infeksi baru pada sel hati, dan
(e) adanya lisis dan apoptosis sel hati yang terinfeksi, memicu terjadinya proliferasi

sel hati yang normal.*®

I1.5.2. Respon imun pada infeksi virus hepatitis B kronis

Pada infeksi hepatitis B kronis, respon sel T sitotoksik (cytotoxic T
Ilymphocyte = CTL) digambarkan lemah dibandingkan respon yang terjadi pada
infeksi akut, dan biasanya bersifat mono spesifik atau oligospesifik. Beberapa faktor

yang dapat menyebabkan VHB bersifat persisten: sel T, HBeAg, integrasi genom,
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genetik inang, mutasi pada precore dan defisiensi IFN.*! Selain itu pada hepatitis B,
laju replikasi virus pada awal infeksi sangat lambat dibandingkan virus lain seperti
HIV dan CMV. Hal ini menimbulkan respon imun inang juga terlambat untuk terpicu
terutama respon imun adaptif, sehingga virus dapat bertahan lebih lama di dalam sel
hepatosit.41

HBeAg memegang peranan penting pada terjadinya infeksi hepatitis B kronis.
Hampir semua bayi yang terlahir dari ibu dengan HBeAg positif akan terinfeksi VHB
dan 90% diantaranya berkembang menjadi hepatitis B kronis.*’ Mutasi pada precore
dapat menyebabkan kegagalan produksi HBeAg. Perlu diingat bahwa meskipun
serockonversi HBeAg biasanya dikaitkan dengan replikasi yang terkendali, adanya
mutasi pada precore dapat menyebabkan replikasi menjadi lebih agresif.*®

Meskipun semua komponen respon imun penting dalam proses eliminasi
VHB, tetapi CTL merupakan komponen utama pada eliminasi VHB. Lemahnya
respon imun CTL mengakibatkan infeksi berkembang menjadi kronis. Kelemahan
respon CTL tersebut dapat diakibatkan oleh virus misalnya ketidakcocokan epitop
pada HBcAg virus dan HLA pada inang.‘”

Integrasi genom VHB ke dalam genom inang dapat terjadi pada infeksi kronis
dan dapat menyebabkan ekspresi HBsAg tanpa replikasi virus. Integrasi ini lama-
kelamaan dapat menyebabkan perubahan pada sel hepatosit. Sel yang membawa
integrasi genom VHB biasanya lolos dari respon imun karena tidak mengekspresi
HBcAg dan HBeAg."

Infeksi kronis dapat dipicu karena adanya defisiensi IFN. IFN yang bersifat
imunomodulator memegang peranan pada eliminasi virus pada respon imun bawaan.
Tidak adanya IFN menyebabkan VHB dapat lolos dari respon imun.*!

Selain itu, usia inang saat terjadi infeksi juga menentukan apakah infeksi akan
bersifat akut atau berkembang menjadi infeksi kronis. Sekitar 90% infeksi yang
terjadi pada bayi baru lahir akan berkembang menjadi infeksi kronis. Sementara itu
hanya sekitar 5% dari infeksi yang terjadi pada usia dewasa yang berkembang

T . . 42
menjadi infeksi kronis.
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11.6. Perjalanan infeksi virus hepatitis B kronis

Replikasi VHB dalam sel hepatosit tidak bersifat sitolitik, sehingga
keberadaan VHB dan proses replikasi VHB dalam sel hepatosit tidak menimbulkan
manifestasi. Manifestasi dari infeksi VHB berasal dari respon imun inang yang
berusaha mengeliminast sel VHB dengan cara merusak sel hepatosit yang terinfeksi.
Proses inilah yang menyebabkan terjadinya inflamasi dan menimbulkan keradangan
pada hati.*

Perjalanan infeksi hepatitis B kronis yang dipengaruhi oleh faktor virus dan
respon imun dari inang, dapat dikelompokkan ke dalam empat fase, yang meliputi;
(1) fase immunotolerant = 1T, pada fase ini infeksi terjadi tanpa adanya respon imun
yang berarti dari inang, ditandai dengan kadar DNA VHB tinggi, kadar ALT normal
dan HBeAg positif, (2) fase immunoclearance = 1C, infeksi VHB mulai mendapat
respon dari inang dan terjadi lisis sel hepatosit yang terinfeksi akibat respon imun
tersebut. Radang hati akibat lisis sel ditandai dengan kadar ALT yang tinggi, (3) fase
low/non replicative = LR, akibat eliminasi VHB oleh respon imun, kadar VHB
mengalami penurunan hingga kadar yang rendah atau tidak terdeteksi. Penurunan ini
diikuti oleh penurunan respon imun yang ditandai dengan kadar ALT normal. Pada
fase ini telah terjadi serokonversi HBeAg yang merupakan proses yang penting pada
perjalanan infeksi hepatitis B kronis. Setelah tidak terdekteksi kadarnya, VHB dapat
mengalami reaktivasi kembali.> VHB yang mengalami reaktivasi dapat merupakan
virus tipe normal (wildfype), atau yang sering terjadi adalah tipe mutan yang dapat
membawa mutasi yang mempengaruhi HBeAg. Reaktivasi tipe nommal
mengakibatkan HBeAg kembali terdeteksi dan kembali menuju fase IC. Tetapi yang
sering terjadi adalah reaktivasi virus tipe mutan, di mana replikasi virus terjadi tanpa
memproduksi HBeAg dan memasuki (4) fase HBeAg negative Hepatitis B chronic
(ENH). Fase ini ditandai kadar DNA kembali tinggi, HBeAg negatif dan kadar ALT
tinggi.’
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11.7. Mutasi pada genom virus hepatitis B

Seperti diketahui bahwa pada perkembang-biakannya, VHB melewati fase
RNA, di-mana DNA genom disintesis dengan transkripsi balik dengan cetakan RNA
pregenom. Enzim yang digunakan pada proses transkripsi balik adalah reverse
transcriptase dari virus yang tidak mempunyai kemampuan koreksi (proof reading)
jika terdapat kesalahan baca. Hal ini menyebabkan tingkat mutasi yang lebih tinggi
dibandingkan dengan virus DNA yang lain.'?

Kemungkinan mutasi dapat terjadi pada semua daerah dari genom virus.
Karena gen dari VHB saling tumpang tindih, berarti mutasi pada satu gen juga dapat
mempengaruhi gen yang lain, maka tidak semua virus yang mengalami mutasi dapat
bertahan hidup.

I1.7.1. Mutasi pada gen S

Gen S merupakan gen yang menyandi protein luar dari struktur VHB. Jika
terjadi mutasi pada gen S dan mutasi tersebut mempengaruhi konformasi dari protein
yang disandinya. Hal ini dapat menyebabkan virus tidak lagi dikenali oleh antibodi
yang sudah ada sebelumnya. Dalam diagnostis serologi protein S merupakan target
pemeriksaan, maka perubahan pada protein S dapat menyebabkan terjadinya hasil

negatif palsu karena protein target sudah tidak lagi dikenali.'®

I1.7.2. Mutasi pada gen P

Karena gen S tumpang tindih dengan gen P (polymerase), mutasi pada gen S
juga mempengaruhi gen P. Adanya perubahan konformasi protein P dapat
mempengaruhi fungsi protein P dalam replikasi virus. Di sisi lain perubahan ini dapat
menyebabkan protein P tidak dikenali oleh obat-obat yang ditargetkan pada protein P,

sehingga menyebabkan virus resistan terhadap obat tersebut,*?

I1.7.3. Mutasi pada gen C
Gen C (core) menyandi dua macam mRNA dengan vkuran yang berbeda yaitu

RNA pregenom yang sedikit lebih pendek dan RNA precore yang lebih besar.
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mRNA pregenom selain akan menjadi cetakan dalam pembentukan DNA genom,
juga menyandi protein P dan protein C. Mutasi yang terjadi pada gen C dapat
mempengaruhi gen P dan juga mempengaruhi mRNA precore yang menyandi protein
precursor HBeAg.20

Mutasi yang terjadi pada gen C juga dapat mengakibatkan perubahan epitop
HBcAg sebagai target pengenalan CTL dalam eliminasi VHB. Maka dari itu mutasi
pada gen C dapat mengganggu respon imun terhadap VHB.*

11.7.4. Mutasi pada gen X.

Gen X tumpang tindih dengan enhancer 11 dan BCP yang merupakan elemen
pengatur transcripsi RNA precore dan RNA pregenom. Mutasi yang terjadi pada
BCP juga terjadi pada gen X, Mutasi A1762T/G1764A merubah kodon ke 130 lisin

menjadi metionin dan dari valin menjadi isoleusin pada kodon ke 131.4

I1.8. Ekspresi HBeAg

mRNA precore mempunyai ukuran sekitar 3,5 kb. Dibandingkan dengan
mRNA pregenom, mRNA precore berukuran lebih panjang di mana terdapat
kelebihan sekitar 30 nukeotida pada ujung 5’ sementara ujung 3’ tidak berbeda. Pada
30 nukeotida tersebut, terdapat start codon yang jaraknya 87 nukleotida lebih awal
dibandingkan starf codon pada mRNA pregenom. Dengan demikian protein precore
berukuran lebih besar dibandingkan protein core yang disandi oleh mMRNA
pregenom.?’

Translasi mRNA precore dalam sitosol sel hati menghasilkan protein precore
25 kDa dengan panjang 212 asam amino. Sembilan belas asam amino pertama
merupakan sekuens sinyal yang mengarahkan protein precore menuju retikulum
endoplasma, di mana dalam retikulum endoplasma tersebut 19 asam amin;o pertama
dipotong oleh peptidase. Protein precore dengan ukuran 193 asam amino selanjutnya
mengalami pemotongan pada daerah kaya akan arginin pada uwjung 3’ dan

menghasilkan protein vang ukurannya tinggal 159 asam amino dengan ukuran berat

17 kDa. Dari proses modifikasi pasca translasi tersebut, protein precore mempunyai
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sekuens yang 10 asam amino lebih panjang pada ujung 5’ tetapi lebih pendek 34
asam amino pada ujung 3°. Adanya ikatan disulfida pada konformasi sekunder
menjadikan HBeAg yang dilepaskan keluar sel semakin berbeda dengan protein
core*

HBeAg bukan merupakan bagian dari struktur virus atau pun terlibat pada
replikasi virus. Namun demikian protein tersebut diproduksi pada saat terjadi
replikasi virus, sehingga kadar HBeAg dalam darah dikaitkan dengan laju replikasi
virus yang terjadi dalam sel hati.*® Di sisi lain, ada dan tidaknya HBeAg dalam darah
juga dikaitkan dengan kerusakan organ hati yang berkelanjutan.*® Terdapat dua
mutasi yang dapat mempengaruhi ekspresi HBeAg, yaitu mutasi yang terjadi pada
BCP dan mutasi yang terjadi pada precore. Mutasi pada regio BCP yang paling
penting adalah mutasi ganda A1762T/G1764A yang dapat menurunkan laju ekspresi
HBeAg* Sementara itu mutasi yang terjadi pada precore adalah G1896A pada
kodon ke 28 yang merubah kodon triptofan (W) menjadi kodon stop yang
menyebabkan sintesis protein prekursor HBeAg berhenti pada kodon ke-28 sehingga
HBeAg gagal diekspresi.?’

Gambar 2.5. menerangkan bagaimana mutasi pada precore yang
menyebabkan produksi HBeAg terganggu tanpa mempengaruhi produksi protein
core. Letak kodon ke 28 tempat terjadinya mutasi G1896A berada sebelum start
codon gen yang menyandi protein core. Sebagai akibatnya meskipun menghentikan
proses ftranslasi protein prekursor HBeAg, mutasi G1896A tidak mempengaruhi
translasi protein core. Peristiwa inilah yang menyebabkan status HBeAg negatif
meskipun replikasi VHB tetap berlangsung pada isclat yang membawa mutasi
G1896A.°
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Gambar 2.5. Mutasi G1896A menghentikan produksi HBeAg tanpa mengganggu
produksi protein core.’
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BAB I11
BAHAN DAN CARA KERJA

II1.1. Desain penelitian

Desain penelitian adalah cross sectional analitik observasional. Pada penelitian
ini akan dihitung prevalensi mutasi pada BCP dan precore pada masing-masing fase
perjalanan infeksi hepatitis B kronis. Selanjutnya mutasi pada BCP dan precore
dikorelasikan dengan jenis kelamin, usia, kadar ALT, kadar DNA VHB, genotipe
VHB, subtipe VHB dan status HBeAg.

IIL.2. Tempat dan waktu penelitian
Penelitian dilakukan di Laboratorium Hepatitis di Lembaga Biologi Molekul
Eijkman, Jakarta, mulai Januari 2009 hingga Oktober 2010.

111.3. Bahan penelitian

Subjek yang digunakan dalam penelitian ini merupakan pasien yang datang
dirujuk untuk pemeriksaan DNA VHB, belum pernah mendapatkan pengobatan
antivirus dan mempunyai catatan mengenai status HBsAg positif lebih dari 6 bulan,
mempunyai data kadar ALT dan kadar DNA VHB. Subjek telah mendapat penjelasan
mengenai hepatitis B dan keikutsertaannya pada penelitian ini serta telah menyatakan
setuju untuk terlibat dengan menandatangani surat persetujuan atau inform consent
(terlampir). Penelitian ini merupakan bagian dari penelitian besar yang dilakukan di
Lembaga Biologi Molekul Eijkman dengan judul: ” Molecular diversity of Hepatitis
B Virus (HBY) in Indonesia” dan telah mendapatkan persetujuan etik dari Eijkman
Institute Research Ethic Commission (EIREC) yang tertuang dalam surat keputusan
tertanggal 16 Juli 2007 (Lampiran 1),
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111.4. Alur penelitian

Alur penelitian int ditampilkan pada gambar 3.1. Subjek yang memenuhi
syarat adalah jika subjek mempunyai status HBsAg positif lebih dari 6 bulan, dan
belum pernah diobati. Data mengenai status HBsAg, kadar virus, kadar AST dan
ALT subjek diperoleh dari rekam medik pasien. Status HBeAg dan anti-HBe
diperiksa dari serum atau plasma. Berdasarkan status HBeAg, anti-HBe, kadar DNA
virus, kadar AST dan kadar ALT subjek dikelompokkan ke dalam fase-fase hepatitis
B kronis. Genotipe, subtipe dan mutasi diperiksa dengan teknik polymerase chain

reaction (PCR) dilanjutkan dengan direct sequencing.

Pasien Hepatitis

|
@ - HBsAg < 6 bulan

: - Telah diobati antivirus
Kadar - Tidak diketahui
DNA .
virus E.;r:l HBeAg | | Anti-HBe

Subtipe
4 Fase | Ekstraksi ol PCR+
IT, IC, LR, DNA VHB Sequencing
¥
Regio BCP dan precore —{Analisis J

DO =drop out

Gambar 3.1. Alur penelitian

Universitas Indonesia 24

Mutasi basal..., Turyadi, FK Ul, 2010



I11.5. Pemeriksaan HBeAg dan anti-HBe

HBeAg diperiksa dengan teknik enzyme linked immunosorbant assay
(ELISA) menggunakan kit Monolisa™ HBe Ag-Ab Plus (Biorad, USA) dengan
mengikuti petunjuk yang disertakan dalam kit. Sebanyak 100 ul. sampel serum
dimasukkan ke dalam sumur multiplate yang telah dilapisi dengan antibodi terhadap
HBe. Selain sampel serum, juga dimasukkan kontrol negatif dan kontrol positif.
Setelah serum dimasukkan, diinkubasi pada suhu 37 °C selama 3 jam. Serum, cairan
kontrol negatif dan positif dibuang, sumur dicuci sebanyak empat kali dengan Jarutan
dapar pencuci (washing selution) yang mengandung Tris dan NaCL dengan pH 7,4.
Ke dalam sumur dimasukkan 100 uL larutan konjugat yang merupakan antibodi
monoklonal anti-HBe yang dilabel dengan peroksidase, kemudian diinkubasi pada
suhu 37 °C selama 30 menit. Larutan konjugat dibuang, sumur dicuci dengan Jarutan
washing solution sebanyak lima kali. Ke dalam sumur dimasukkan 80 pl. larutan
pewarna dan diinkubasi pada suhu ruang dalam tempat yang gelap selama 30 menit.
Larutan pewarna merupakan campuran antara substrat H,O; 0,015% dalam asam
sitrat, sodium asetat dan DMSO 4%, pH 4,0 dengan larutan kromogen tetramethyl
benzidine (TMB). Setelah 30 menit reaksi dihentikan dengan penambahan H,SO4 1IN
sebanyak 100 pL. Intensitas warna diukur menggunakan alat pembaca ELISA Infinite
F200 [Tecan, Austria] pada panjang gelombang 490 nm.

Prosedur pemeriksaan anti-HBe menggunakan kit yang sama dan langkah
yang hampir sama kecuali sampel serum atau plasma dimasukkan ke dalam sumur
dengan menambahkan larutan penetral yang mengandung HBeAg. Dengan teknik
ELISA kompetitif, sampel serum atau plasma diinkubasi pada sumur yang telah
dilapisi dengan anti-HBe, sekaligus ditambahkan larutan penetral. Dalam proses ini
HBeAg dari larutan penetral akan menjembatani ikatan antibodi terfiksasi dengan
antibodi sampel serum atau plasma. Semakin tinggi konsentrasi antibodi sampel,
semakin sedikit HBeAg yang terbuka untuk diikat oleh antibodi dari konjugat yang
diberikan pada tahap selanjutnya. Sebagai akibatnya, intensitas warna yang terukur
berbanding terbalik dengan kadar anti-HBe dalam sampel.
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111.6. Pengelompokkan fase perjalanan infeksi hepatitis B kronis

Subjek yang digunakan dalam pemeriksaan telah mempunyai data ALT

(alanine transaminase) dan kadar virus. Berdasarkan data tersebut dan status HBeAg,

subjek dibedakan menjadi empat fase seperti pada gambar 3.2, sebagai berikut:

a.

Immunotolerance (IT) jika subjek dengan HBeAg positif mempunyai kadar
DNA di atas 10° / mL, ALT di bawah 90 TU/L.

Immunoclearance (IC) jika subjek dengan HBeAg positif mempunyai kadar
ALT di atas 90 TU/L.

Low/Non replicative (LR) jika subjek dengan HBeAg negatif, anti-HBe positif
mempunyai kadar DNA kurang dari 10°/mL, kadar ALT di bawah 90 IU/L.
“e” negative hepatitis B (ENH) jika subjek dengan HBeAg negatif, anti-HBe
positif, kadar DNA lebih dari 10° /mL atau atan ALT di atas 90 TU/L.

) IT IC LR ENH
. HBeAg + — HBeAqn - Fanh-HBe + -
HBV-DNA
ALT /\/V\/\
P r—
Fase HBeAg DNA VHB ALT
IT + 1 Normal
IR + | / fluktuatif 1 fluktuatif
LR - - / rendah Normal
ENH - 1 1

Gambar 3.2. Pembagian fase perjalanan infeksi hepatitis B kronis.’
(telah diolah kembali))
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HL.7. Isolasi DNA virus hepatitis B

Isolasi DNA dilakukan menggunakan kit QlAamp viral minikits [QIAGEN,
USA] dengan mengikuti prosedur yang disertakan dalam kit. Sebanyak 140 pL serum
dicampurkan ke dalam tabung mikro ukuran 1,5 mL yang berisi 560 pL larutan
pelisis AVL kemudian di-vorfex selama sekitar 1 menit. Campuran sampel dan
larutan pelisis AVL diinkubasi pada suhu kamar selama 10 menit. Setelah
disentrifugasi beberapa saat untuk menurunkan cairan yang mungkin menempel pada
tutup tabung, ke dalam tabung ditambahkan 560 pL etanol absolut dan di-vorfex
selama sekitar 1 menit. Sebanyak 630 L campuran dimasukkan ke dalam column
kemudian disentrifugasi pada kecepatan 8.000 revolution per minute (rpm) selama 1
menit, sehingga larutan keluar dari column dan masuk ke dalam tabung penampung
kemudian dibuang, sementara DNA tetap tertahan di dalam column. Sisa larutan
sebanyak 630 pL kembali dimasukkan ke dalam column dan disentrifugasi seperti
sebelumnya. Column dicuci dengan larutan pencuci yang mengandung etanol yaitu
AW1 dan AW2 secara berturut-turut dengan cara menambahkan sebanyak 500 plL
dan sentrifugasi pada kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit. Untuk membﬁang sisa
larutan pencuci yang mungkin masih tertinggal dalam column, dilakukan sentrifugasi
pada kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit dan mengganti tabung penampung
dengan tabung steril Untuk mendapatkan DNA yang terperangkap dalam column, ke
dalam column dimasukkan 60 L laruran elusi AVE dan diinkubasi pada suhu 50 °C
selama | menit. Dengan melakukan sentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 1

menit, cairan yang mengandung DNA tertampung dalam tabung steril.

I11.8. Amplifikasi DNA

Amplifikasi atau penggandaan fragmen DNA dilakukan pada dua target
fragmen DNA yaitu sebagian regio gen S yang digunakan untuk penentuan genotipe
dan subtipe virus, serta regio BCP dan precore yang digunakan untuk pemeriksaan
adanya mutasi pada regio BCP dan regio precore. Amplifikasi dilakukan dengan
teknik PCR menggunakan primer spesifik yang hanya dapat mengenali DNA VHB
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tepatnya regio yang diinginkan. Sekuens dari primer tersebut dapat dilihat pada tabel
3.1.

Tabel 3.1. Primer untuk penentuan genotipe, subtipe dan deteksi mutasi BCP dan

precore.

N:ama Sekuens Arah Regio  Ukuran

primer (5’-----3%) target  produk
S-88 TGTTGCCCGTTTGTCCTCTA sense S 226 pb
S2-2 GGCACTAGTAAACTGAGCCA antisense

T-715 CTGTGCCTTCTCATCTGCCG sense BCP 419pb
PC2 AAAGAAGTCAGAAGGCAAAAAAGA antisense

precore

Amplifikasi fragmen DNA yang mencakup sebagian region gen S
menggunakan pasangan primer S-88 yang spesifik mengenali DNA VHB pada posisi
462-481 ke arah hilir dan primer S2-2 yang spesifik mengenali DNA VHB pada
posisi 668687 ke arah hulu. Amplifikasi DNA fragmen yang mencakup regio BCP
dan regio precore dilakukan menggunakan pasangan primer T-715 yang spesifik
mengenali DNA VHB pada posisi 1554-1573 ke arah hilir dan primer PC2 yang
spesifik mengenali DNA VHB pada posisi 1949-1972 ke arah hulu.

Proses PCR mengpgunakan mesin PCR Thermal Cycler ABI 9700 [ABI
System, USA], dengan volume 25 pl. vang mengandung Tris-HCI 20 mM pH 8,4,
KCl 50 mM, MgCl 1,5 mM, dNTP 200 pM, primer sense dan antisense masing-
masing 400 oM, 1 wnit Tag platinum polymerase DNA [Invitrogen, USA] dan hasil
ekstraksi DNA sebanyak 2.5 pL. Reaksi dijalankan pada suhu denaturasi 94°C selama
30 detik, suhu annealing 50°C selama 30 detik dan suhu elongasi 72°C selama 1
menit sebanyak 35 siklus. Pada awal reaksi dilakukan pre-denaturasi pada suhu 94°C
selama 5 menit dan pada akhir reaksi dilakukan elongasi akhir pada suhu 72°C selama

5 menit.
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IIL.9. Elektroforesis gel agarosa

Untuk mengetahui hasil amplifikasi dengan teknik PCR, dilakukan proses
elektroforesis terhadap produk PCR pada gel agarosa. Sebanyak 0,75 gram bubuk
agarosa dicampurkan ke dalam 50 mL larutan TAE (tiap liter TAE mengandung 4,84
g Tris Base, 1,14 mL asam asetat glasial dan 1 mM EDTA) kemudian dimasak
menggunakan microwave sampai larut dengan sempurna. Sebanyak 5 pl. larutan
ethidium bromide (10mg/mL}) ditambahkan ke dalam gel agarosa yang masih cair dan
dicampurkan hingga merata, kemudian gel agarosa dituang ke dalam cetakan gel
yang telah dipasang sisir pembentuk sumur gel. Setelah sekitar 30 menit dan gel
sudah membeku, sisir diangkat sehingga terbentuk sumur-sumur gel bekas sisir. Gel
agarosa bersama cetakannya diangkat dan dipasang ke dalam perangkat elektrofosis
{Biorad, USA] dan ke dalamnya dimasukkan larutan TAE sampai permukaan atas
gel. Ke dalam masing-masing sumur, dimasukkan 5 pnL produk PCR setelah dicampur
dengan 2 pL larutan loading dye (40% sukrosa, 0,25% bromophenolblue). Pada salah
satu sumur dimasukkan 5 pL (0,5 ug) penanda DNA Molecular weight marker X1V
[Roche, Germany] sebagai standar ukuran DNA. Perangkat elektroforesis dijalankan
dengan memberi aliran listrik pada tegangan 80 Volt (V) selama 30 menit.

Setelah proses elektroforesis gel agarosa selesai, gel dimasukkan ke dalam
perangkat GelDoc [Biorad, USA], dengan melepaskan gel dari cetakannya dan
dilewatkan sinar ultraviolet (UV). Gambar gel yang terbentuk dibawah sinar UV
didokumentasikan. Hasil positif ditunjukkan apabila ada pita pada lajur sesuai sumur
dengan jarak dari sumur sesuvai dengan ukuran yang diharapkan, dengan merujuk

pada pita yang muncul pada lajur penanda DNA.

II1.10. Permurnian fragmen DNA

Pemurnian fragmen DNA hasil dari reakst PCR dilakukan menggunakan kit
QIAQuick [Qiagen,USA). Hasil PCR campurkan dengan larutan PB sebanyak 5 X
volumenya, di-vorfex beberapa detik sebelum dimasukkan ke dalam column yang

sudah dipasang pada tabung penampung. Column disentrifugasi pada kecepatan 8.000
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rpm selama 1 menit, Cairan yang tertampung dibuang kemudian tabung penampung
dipasang kembali. Coltmn yang membawa DNA di dalamnya dicuci dengan
menambahkan 700 pl larutan PE yang mengandung etanol dan disentrifugasi pada
kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit. Larutan yang tertampung kembali dibuang dan

tabung penampung dipasang kembali. Column disentrifugasi pada kecepatan 12.000

rpm selama 1 menit untuk membuang sisa-sisa larutan PE dari dalam column.

Column dilepaskan dari tabung penampung dan dipasang pada tabung mikro ukuran

1,5 mL yang baru, Ke dalam bagian tengah column diteteskan 30 pL larutan elution

buffer (EB) untuk melarutkan fragmen DNA yang terperangkap dalam column. |
Column didiamkan pada suhu ruang selama 3 menit sebelum disentrifugasi pada

kecepatan 12.000 rpm selama 1 menit sehingga DNA yang larut dalam larutan EB

turun ke dalam tabung mikro. Untuk mengetahui bahwa hasil pemurnian berhasil

baik, 3—5 pL dari hasil pemurnian dilakukan elekiroforesis gel agarosa seperti pada

butir I111.9 di atas.

Untuk hasil PCR yang mengandung pita nonspesifik, pemurnian dilakukan
dengan cara gel cut purification. Dibuat gel agarosa seperti cara di atas dengan
konsentrasi 1% menggunakan sisir ukuran besar supaya sumur yang terbentu dapat
menampung volume yang lebih banyak., Semua produk PCR dari masing-masing
produk dicampur dengan 5-10 loading dye dan dimasukkan ke dalam sumur gel.
Elektroforesis dijalankan pada voltase 80 V selama 30 menit. Selanjutnya, dibawah
sinar UV, dengan membandingkan dengan penanda DNA, ukuran pita yang sesuat
dipotong dan dimasukkan ke dalam tabung mikro ukuran 1,5 mL yang sudah
ditimbang sebelumnya. Tabung yang sudah berisi potongan gel ditimbang untuk
mengetahui berat gel hasil potongan. Ke dalam tabung, untuk setiap 100 mg gel
ditambahkan 300 pL larutan QG dan diinkubasi pada suhu 50 9C selama 10 menit
dengan setiap 2—3 menit dibolak-balik beberapa kali untuk menghomogenkan dan
mempercepat gel larut dalam larutan QG. Ditambahkan 100 pl. isopropanol untuk
setiap 100 mg gel dan dicampur dengan membolak-balik tabung. Larutan dimasukkan
ke dalam column yang telah dipasang pada tabung penampung dan disentrifugasi

pada kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit. Setelah dibuang cairan yang tertampung
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dalam tabung penampung, ditambahkan 700 pL larutan pencuci PE ke dalam column
dan disentrifugasi pada kecepatan 8.000 rpm selama 1 menit dan kembali dibuang
cairan yang tertampung. Untuk langkah selanjutnya mengikuti cara seperti pemurnian
fragmen DNA di atas.

H1.11. Sekuensing DNA

Proses sekuensing diawali dengan siklus sekuensing pada 15 pL 1 X larutan
penyangga yang mengandung 1 unit BigDye® terminator v3.1 [Applied Biosystems,
USA], primer untuk sekuensing 0,2 pM serta fragmen DNA hasil PCR yang telah
dimurnikan sebanyak 2—-5 pl terganfung pada ketebalan pita DNA hasil pemurnian.
Reaksi sikius sekuensing dijalankan pada suhu denaturasi 96°C selama 10 detik, suhu
annealing 50°C selama 5 detik dan suhu elongasi 60°C selama 4 menit sebanyak 25
siklus. Pada awal reaksi dilakukan pre-denaturasi pada suhu 96°C selama 3 menit.

Hasil siklus sekuensing dipresipitasi dengan menambahkan 40,5 pL. etanol
yang mengandung 4% EDTA 125 mM dan 4% sodium asetat 3 M pH 5,2. Campuran
dihomogenkan dengan menggunakan pipet dan dimasukkan ke dalam tabung mikro
ukuran 1,5 mL kemudian diinkubast dalam es selama minimal 10 menit. Tabung
disentrifugasi pada kecepatan 12.000 rpm selama 20 menit. Supernatan dihisap
menggunakan pipet dengan menghindari kontak langsung ujung tips pipet dengan
endapan yang mungkin tidak terlihat secara kasat mata. Ke dalam tabung
ditambahkan 250 pl etanol 70% dan disentrifugasi pada kecepatan 12.000 selama 10
menit. Supernatan dihisap sebanyak mungkin dengan menggunakan pipet tanpa
mengganggu endapan. Untuk menghilangkan sisa etanol, tabung dikeringkan dengan
vakum pengering [SpeedVac, USA] pada kecepatan sedang selama 5 menit. Tabung
disimpan pada suhu -20°C dan dibungkus dengan kertas perak untuk menghindari
pengaruh cahaya langsung.

Sebelum memulai sekuensing DNA menggunakan DNA sequencer ABI
3130xl [ABI, USA] yang berbasis kapiler, mesin tersebut dicek kondisi larutan
pencuci, larutan pelarut, polimer dan kemungkinan adanya gelembung dalam Jarutan

polimer yang dapat mengganggu jalannya proses sekuensing,
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Sampel yang telah dikeringkan dilarutkan dengan menambahkan 11 uL
larutan HiDi, kemudian dimasukkan ke dalam multiplate 96 sumur. Larutan
dipanaskan pada suhu 95 °C selama 3 menit dan langsung dipindahkan ke atas es
selama minimal 3 menit. Multiplate dipasang dalam mesin sekuensing untuk
dijalankan. Hasil sekuensing dalam bentuk elektroforegram diunduh untuk dilakukan
editing dan analisis. Editing dilakukan menggunakan perangkat lunak BioEdit versi
7.0.5 dan FinchTV versi 1.4.0.

Untuk mengetahui apakah subjek membawa mutasi pada regio BCP dan
precore, sekuens DNA regio BCP dan precore disejajarkan dengan sekuens DNA
dari VHB normal yang diunduh dari GenBank [Acc.no. M54923.1] sebagai referensi.

Untuk menentukan genotipe VHB, sekuens VHB regio S disejajarkan dengan
70 sekuens lain yang sudah diketahui genotipenya terdiri dari genotipe A-H.
Selanjutnya dilakukan konstruksi pohon filogenetik menggunakan perangkat lunak
molecular evolutionary genetic analysis (MEGA) versi 4.0 untuk mendapatkan
kekerabatan dari masing-masing VHB berdasarkan kedekatan sekuens DNA. Sekuens
yang masuk ke dalam satu kelompok genotipe tertentu dianggap mempunyai genotipe
yang sama dalam kelompoknya.

Untuk menentukan subtipe VHB, sekuens DNA regio S diterjemahkan ke
dalam bahasa protein yang berupa urutan asam amino. Penentuan subtipe dilakukan
berdasarkan jenis asam amino ke 122 dan 160 protein S, seperti telah disebutkan

sebelumnya.
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BAB1V
HASIL PENELITIAN

1V.1. Distribusi usia, jenis kelamin, kadar ALT dan kadar DNA VHB

Jumlah subjek yang dipakai dalam penelitian ini ditentukan secara arbitrary;
semua subjek yang terkumpul dan memenuhi syarat inklusi digunakan dalam
penelitian ini.

Subjek vang digunakan dalam penelitian ini berjumlah 140 dengan status
HBsAg positif lebih dari enam bulan dan belum pernah mendapatkan pengobatan
antiviral. Didapatkan subjek dengan jenis kelamin laki-laki sebanyak 84 dan 56
subjek lainnya berjenis kelamin perempuan. Dari 140 subjek, 139 berhasil dilakukan
pemeriksaan status HBeAg, kadar DNA virus dan kadar ALT. Berdasarkan status
HBeAg, titer DNA virus, dan kadar ALT, subjek tersebut dikelompokkan menjadi 37
subjek fase IT 23 subjek fase IC, 29 subjek fase LR dan 50 subjek fase ENH,
sementara satu subjek tidak dapat ditentukan. Perhitungan statistik dilakukan
menggunakan perangkat lunak SPSS versi 16.0.

Tabel 4.1. Distribusi usia, jenis kelamin, kadar ALT dan kadar DNA
VHB pada keempat fase perjalanan infeksi hepatitis B kronis.

Fase

T IC LR ENH p

n 37 23 29 50
Usia(median,minymax) 39 (21;80) 37 (14;69) 47 (25;69) 47,5 (26;74) 0,019%
tahun

Pria:Wanita 19:18 14:9 18:11 40:10 0,04
ALT(median,min;max) 31 (13;59) 155 33 (19;55)  87,5(31;1365) <0,001*
U/L) (72;1320)

Kadar DNA VHB 2,91x1.9 5,14%2.2 1,81%1,] 4,72+1,4 <0,00}*

(median, TU/mL)

*} Avona satu arah, dilanjutkan dengan uji Dunnett.
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IV.2, Prevalensi mutasi A1762T/G1764A, mutasi G18964, genotipe dan subtipe

Dari 139 subjek yang dapat dikelompokkan ke dalam fase infeksi
hepatitis B kronis, hanya 92 subjek berhasil diperiksa mutasi baik pada precore dan
BCP. Sembilan puluh lima subjek berhasil ditentukan genotipe-nya dan hanya 89
subjek yang berhasil ditentukan subtipe-nya.

Tabel 4.2. Prevalensi mutasi, genotipe dan subtipe pada keempat fase perjalanan
infeksi hepatitis B kronis

Fasze

1T IC LR ENH p

Mutan*

1762T/1764A.  2/15(13,3)  5/14(35,7)  6/20(30)  12/43 (16,6) 0,56

1896 A 0/16 (0) 2/15(13,3) 10/20 (50) 15/41 (36,6) 0,003
Genotipe*
B 20126 (76,9)  11/20(55)  18/21(85,7) 2328 (82,1) boo1
C 6/26 (23,1)  45% (n=20)  3/21 (14,3) 528 (17,9)
Subtipe*
adw 20/26 (76,9) 10/18 (55,5) 15/18(83,3) 22/27(81,5)
D 1/26 (3,8) 0/18 (0) 1/18(5,5)  1727(3,7) 0.231
adr 5/26(19,2)  8/18 (44,4)  2/18(1L1) 4/27(14,8)

* jumlah positif per jumlah diperiksa (persen)

Rentang usia subjek pada penelitian ini adalah 14 hingga 80 tahun dengan
usia rata-rata 43,41 tahun. Distribusi usia, jenis kelamin, kadar ALT dan kadar DNA
VHB disajikan pada tabel 4.1, sementara prevalensi mutasi BCP dan precore,
genotipe dan subtipe VHB dapat dilihat pada tabel 4.2.

Jenis kelamin subjek yang dapat dikelompokkan dalam fase perjalanan infeksi

hepatitis B kronis pada penelitian ini terdiri dari 84 pria dan 55 wanita. Perbandingan

Universitas indonesia 34

Mutasi basal..., Turyadi, FK Ul, 2010



jenis kelamin pada masing-masing fase menunjukkan adanya dominasi pria paling
tinggi pada fase ENH dan paling rendah pada fase IT (p=0,04). Data perbandingan
antara pria dan wanita pada masing-masing fase ditampilkan pada tabel 4.1,

Mutasi A1762T/G1764A dapat ditemukan pada semua fase infeksi hepatitis B
kronis, dan tidak ada perbedaan signifikan prevalensi mutasi tersebut pada masing-
masing fase, sementara mutasi G1896A paling banyak ditemukan pada kelompok
subjek fase LR (50%, p=0,003) diikuti fase ENH. Prevalensi mutasi G1896A pada
fase IC dan ENH masing-masing adalah 13,3% dan 36,6%, sementara pada fase IT
ttdak diternukan adanya mutasi tersebut.

Pada penelitian ini hanya genotipe B dan C yang ditemukan, dengan genotipe
B sebanyak 72 subjek dan genotipe C sebanyak 23 subjek. Tidak ditemukan adanya
perbedaan bermakna sebaran genotipe VHB pada masing-masing fase hepatitis B
kronis (p=0,091).

Perbandingan genotipe B dan C pada fase hepatitis B kronis adalah 20:6, 11:9,
18:3 dan 23:5, masing-masing untuk fase IT, IC, LR dan ENH. Sementara itu,
genotipe B pada HBeAg positif adalah 32,6% dan pada HBeAg negatif hanya 16,3%,
yang artinya bahwa dari 23 subjek genotipe C yang ditemukan pada penelitian int,
65,2% mempunyai status HBeAg positif dan sisanya 34,8% mempunyai staius
HBeAg negatif.

Pada penelitian ini, median kadar virus ditemukan paling tinggi pada fase IC
(5,14 logyp {U/mL), sementara paling rendah ditemukan pada fase LR (1,81 logig
IU/mL}) (p<0,001).

IV.3. Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1896A dengan jenis
kelamin

Dalam hubungannya dengan jenis kelamin, tidak ada korelasi mutasi
Al1762T/G1764A (p=0,499) dan G1896A (0,454) dengan jenis kelamin. Prevalensi
tipe mutan pada pria dan wanita ditampilkan pada gambar 4.1.
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Gambar 4.1. Prevalensi mutasi BCP dan precore pada pria dan wanita

IV.4 Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1896A dengan usia
Dalam hubungannya dengan usia, tidak ada korelasi mutasi A1762T/G1764A

dan G1896A dengan usia (p=0,164 dan p=0,757). Sebaran median usia ditampilkan
pada gambar 4.2.
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Gambar 4.2. Hubungan antara mutasi BCP dan precore dengan usia inang.

IV.5. Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1896A dengan kadar
ALT

Tidak ada korelasi antara mutasi Al1762T/G1764A dengan kadar ALT
(p=0,692), sementara kadar ALT lebih tinggi pada subjek yang membawa VHB

dengan mutan 1896A pada regio precore (p=0,023). Sebaran median kadar ALT
dapat dilihat pada gembar 4.3.
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Gambar 4.3. Hubungan antara mutasi BCP dan precore dengan kadar ALT

IV.6. Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1896A dengan kadar
DNA VHB

Pada penelitian ini ditemukan bahwa mutasi A1762T/G1764A dan G!896A
tidak berkorelasi dengan kadar DNA VHB (p=0.922 dan p=0,846). Sebaran median
kadar DNA ditampilkan pada gambar 4.4.
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Gambar 4.4. Hubungan antara mutasi BCP dan precore dengan kadar DNA VHB

IV.7. Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1896A dengan genotipe
dan subtipe VHB

Mutasi ganda A1762AT/G1764A lebih banyak ditemukan pada subjek dengan
genotipe C dibandingkan dengan genotip B (p=0,043). Sejalan bahwa subtipe adr

biasanya masuk ke dalam genotipe C, mutasi ganda pada BCP tersebut lebih dominan
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pada subtipe adr dibandingkan pada subtipe adw atau gyw yang ditemukan pada
penelitian ini (p=0,030).

Tidak ada perbedaan bermakna mutasi G1896A regio precore baik itu pada
genotipe (p=0,185) maupun pada subtipe (p=0,161). Sebaran mutasi BCP dan
precore pada genotipe dan subtipe VHB terlihat pada gambar 4.5 dan 4.6.
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Gambar 4.5. Sebaran mutasi A1762T/G1764A dan G1896A pada genotipe VHB.
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Gambar 4.6. Sebaran mutasi A1762T/G1764A dan G1896A pada subtipe VHB.

IV.8. Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1896A dengan status
HBeAg

Secara statistik tidak ada perbedaan prevalensi mutasi A1762T/G1764A pada
HBeAg positif dan negatif (p=0,520). Mutasi G1836A lebih sering ditemukan pada
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isolat dengan status HBeAg negatif (p=0,001). Prevalensi mutasi BCP dan precore
pada isolat dengan HBeAg positif dan negatif ditampilkan pada gambar 4.7.
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Gambar 4.7. Hubungan antara mutasi BCP dan precore dengan status HBeAg.
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BAB Y
PEMBAHASAN

Indonesia dengan prevalensi hepatitis B tinggl, penularan virus lebih banyak
terjadi pada usia kurang dari 2 tahun, dengan risiko berkembang menjadi hepatitis B
kronis.

Perkembangan infeksi VHB bergantung pada interaksi virus dan inang. Pada
infeksi yang terjadi pada masa bayi di mana imunitas belum berkembang dengan
baik, sistem imun inang masih bersifat toleran terhadap antigen virus yang masuk
dan disebut sebagai fase IT dengan HBeAg positif. Dalam replikasinya VHB tidak
bersifat sitotoksik, tanpa adanya respon imun dari inang maka infeksi VHB tidak
menampakkan gejala. Fase IT dapat berlangsung hingga 30 tahun tergantung usia saat
infeksi VHB pertama terjadi. Fase ini berkembang menjadi fase IC sejalan dengan
timbulnya respon imun terhadap sel hepatosit yang terinfeksi VHB. Proses eliminasi
VHB dari sel hepatosit menyebabkan terjadinya kerusakan organ hati yang ditandai
dengan kenaikan kadar ALT.

Infeksi VHB yang terjadi pada usia dewasa biasanya segera memasuki fase IC
dengan kadar ALT tinggi, kadar DNA VHB hingga 20.000 IU/mL dan HBeAg
positif, Hasil yang penting dar fase IC adalah serokonversi dari HBeAg positif
menjadi anti-HBe positif, yang biasanya diikuti dengan penurunan kadar DNA VHB.
Ini merupakan masa transisi menuju fase LR yang ditandai dengan HBeAg negatif,
kadar DNA VHB rendah atau tidak terdeteksi dan diikuti kadar ALT normal.’”

Sebagaimana disebutkan pada bab sebelumnya bahwa cccDNA sebagai
cetakan pada pembentukan virus baru tetap berada dalam inti sel hepatosit, reaktivasi
replikasi VHB dapat terjadi secara spontan. Reaktivast ini dapat merupakan reaktivasi
virus yang wildtype (tipe liar) yang mengakibatkan HBeAg kembali positif. Tetapi
yang sering terjadi adalah bahwa yang mengalami reaktivasi merupakan varian VHB
pembawa mutasi yang menyebabkan ekspresi HBeAg terhenti. Varian ini memiliki

kompetensi replikasi lebih baik dibandingkan varian normal.’
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Pada penelitian ini ditemukan bahwa usia subjek pada kelompok fase LR dan
ENH lebih tua dibandingkan pada kelompok fase IT dan IC. Hasil ini mendukung
Japoran Tong bahwa sebaran usia paling muda pada fase IT, sedangkan paling tua
pada kelompok HBeAg negatif, pada penelitian ini fase LR dan ENH.*’ Perbedaan
usia tersebut menggambarkan perjalanan infeksi hepatitis B kronis dari HBeAg
positif menuju HBeAg negatif. Selain itu, dapat diindikasikan juga bahwa semakin
bertambahnya usia, maka perjalanan infeksi hepatitis B kronis semakin menuju fase
lanjut. Namun demikian karena adanya perbedaan tingkat imun inang dan adanya
varian VHB, waktu yang ditempuh oleh fase-fase pada hepatitis B kronis pada
masing-masing individu tidak sama. Dan juga tidak semua individu mengalami
semua fase tersebut. Hal ini teriihat pada tabel 4.1 di mana ditemukan subjek dengan
usia muda dan usia tua pada semua fase.

Pada penelitian ini jenis kelamin pria lebih dominan pada fase ENH, yaitu
mencapai 80% (p=0,04). Apakah dari hasil ini dapat disimpulkan bahwa infeksi
hepatitis B kronis pada pria mempunyai risiko lebih besar untuk berkembang menuju
fase ENH dengan risiko terjadinya sirosis dan kanker hati, tentu masih memerlukan
pembuktian lebih lanjut. Meskipun pada laporan sebelumnya yang menyatakan
bahwa jenis kelamin pria mempunyai risiko lebih besar untuk terjadinya sirosis.”*’

Kadar DNA VHB ditemukan paling tinggi pada fase IC diikuti fase
ENH, fase IT dan fase LR. Hasil ini tidak sesuai dengan laporan Tong yang
mengatakan bahwa kadar DNA VHB paling tinggi ditemukan pada fase 1T, meskipun
dalam laporannya tersebut menyatakan bahwa fase IC masih ditandai dengan kadar
DNA VHB yang masih tinggi.”” Perbedaan tersebut kemungkinan karena dalam
pengelompokan fase dalam penelitian ini salah satunya berdasarkan pada kadar ALT
sebagai indikator keradangan hati. Karena kadar ALT bersifat fluktuatif, jadi
kemungkinan pada saat terjadi kenaikan kadar ALT, kadar VHB masih tinggi.
Pengelompokan fase perjalanan infeksi hepatitis B kronis berdasarkan kadar ALT
sebagai indikator keradangan hati akan kurang kuat jika hanya sekali dilakukan
pemeriksaan kadar ALT. Hasil ini akan lebih baik jika dilakukan beberapa kali karena
kadar ALT ini bersifat fluktuatif atau didukung dengan hasil biopsi.
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Mutasi yang mempengaruhi ekspresi HBeAg adalah mutasi ganda
Al1762T/G1764A pada regio BCP yang menurunkan laju ekspresi dan mutasi
G1896A pada kodon 28 regio precore yang menghentikan ekspresi protein prekursor
HBeAg. Pada penelitian ini tidak ada perbedaan yang bermakna mutasi ganda
Al762T/G1764A pada masing-masing fase, menunjukkan bahwa mutasi
A1762T/G1764A pada patogenesis hepatitis B kronis bersifat independent dan tidak
tergantung pada perjalanan infeksi. Mutasi G1896A lebih banyak terjadi pada fase
LR dan ENH yang mempunyai status HBeAg negatif. Hasil ini mengindikasikan
bahwa terjadinya serokonversi HBeAg dipengaruhi oleh mutasi G1896A dan tidak
dipengaruhi oleh mutasi ganda A1762T/G1764A, sama seperti dugaan pada laporan
sebelumnya.*’

Dua subjek pada penelitian ini dengan status HBeAg positif membawa mutasi
G1896A yang mestinya mutasi tersebut menghentikan produksi HBeAg.
Kemungkinan pada subjek tersebut terdapat lebih dari satu varian VHB
(quasispecies), di mana virus didominasi oleh varian yang membawa mutasi G1896A
tetapi ada sebagian kecil VHB yang normal dan memproduksi HBeAg dalam
replikasinya. Kelemahan dari teknik sekuensing yang digunakan pada penelitian ini
adalah bila ada variasi nukleotida yang dibawa oleh sebagian kecil populasi, akan
tersamar oleh variasi yang mendominasi pada populasi tersebut. Mutasi G1896A
pada subjek dengan HBeAg positif juga pemah dilaporkan pada penelitian
sebelumnya yang menggunakan teknik sekuensing’ dan teknik hibridisasi.*®
Kemungkinan lain adalah pada subjek tersebut sesudah terjadinya mutasi, HBeAg
yang merupakan hasil dari replikasi sebelumnya masih beredar dalam aliran darah
sehingga masih terdeteksi meskipun produksinya sudah terhenti.

Mutasi ganda A1762T/G1764A lebih banyak ditemukan pada subjek dengan
genotipe C dibandingkan dengan genotip B. Dari hasil ini kemungkinan pada
genotipe C lebih besar risiko terjadinya mutasi A1762T/G1764A pada regio BCP
dibandingkan pada genotipe B. Dalam hubungannya dengan subtipe VHB, mutasi
A1762T/G1764A ditemukan lebih banyak pada subtipe adr dibandingkan adyw dan

ayw. Hal ini sesuai dengan kenyataan bahwa subtipe adr biasanya masuk ke dalam
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genotipe C, sehingga mutasi yang berkorelasi positif dengan genotipe C juga
berkorelasi positif dengan subtipe adr.

Pada penelitian sebelumnya  disebutkan bahwa mutasi ganda
Al1762T/G1764A dan genotipe C mempunyai risiko lebih besar untuk terjadinya
kerusakan hati Iebih lanjut.'' Belum diketahui secara pasti apakah mutasi ganda
Al1762T/G1764A dan genotipe C merupakan faktor yang berkaitan atau tidak dalam
hubungannya dengan risiko tersebut. Chen et al melakukan penelitian di Taiwan dan
melaporkan bahwa frekuensi mutasi ganda A1762T/G1764A meningkat pada pasien
dengan penyakit hati lanjut baik pada genotip B maupun genotipe c.®

Tidak ada perbedaan bermakna antara kadar DNA virus pada subjek yang
membawa mutasi ganda A1762T/G1764A maupun yang membawa mutasi G1896A
dengan yang wildfype. Hasil ini mengindikasikan bahwa mutasi tersebut tidak
mempengaruhi laju  transkripsi mRNA. pregenom yang akhirnya juga tidak
mempengaruhi laju replikasi virus. Meskipun mutasi ganda A1762T/G1764A
bersama mutasi lain meningkatkan laju replikasi VHB, Jammeh at al membuktikan
bahwa secara in vitro mutasi ganda A1762T/G1764A dan mutasi G1896A tidak
mempengaruhi laju replikasi virus.”

Pada laporan sebelumnya disebutkan bahwa genotipe VHB mempengaruhi
serokonversi HBeAg. Genotipe C memerlukan waktu lebih lama untuk mencapai
serokonversi HBeAg dibandingkan dengan genotipe B.'® Pada penelitian ini genotipe
C lebih banyak ditemukan pada subjek kelompok HBeAg positif (65,2%)
dibandingkan pada kelompok HBeAg negatif (34,8%), sedangkan genotipe B lebih
banyak ditemukan pada subjek kelompok HBeAg negatif (56,9%) dibandingkan pada
kelompok HBeAg positif (43,1%). Ini berarti pada penelitian ini subjek yang telah
mengalami serokonversi HBeAg lebih banyak genotipe B dibandingkan genotipe C.
Meskipun tidak mencapai batas kemaknaan (p=0,053), hasil ini mendukung bahwa

genotipe C memerlukan waktu lebih lama untuk mencapai serokonversi HBeAg.
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Gambar 5.1. Nukleotida ke 1896 berpasangan dengan nukleotida ke 1858 pada
struktur epsilon (£).>! “telah diolah kembali”

Pada genom VHB genotipe B dan C, titik 1858 didominasi oleh nukleotida T
yang merupakan tipe mutan. Seperti disebutkan sebelumnya pada struktur sekunder
mRNA pregenom pada regio epsilon (g) titkk 1896 berpasangan dengan fitik 1858
(Gambar 5.1). Oleh karena itu, kestabilan mutasi yang terjadi pada titik 1896 sangat
dipengaruhi jenis nukleotida pada titik 1858. Itu artinya mutasi G1896A menjadi
lebih stabil manakala titik 1858 ditempati oleh nukleotida T. Peranan nukleotida 1858
pada mutasi G1896A dibuktikan oleh Wintermeyer et al yang melaporkan bahwa
mutasi tersebut terjadi pada kelompok genotipe D yang membawa nukleotida T pada
titik 1858 dan tidak terjadi pada kelompok genotipe A yang membawa nukleotida
C?  Data mengenai mutasi C1858T yang kami dapat dari penelitian lain di
laboratorium di mana penelitian ini dilakukan dan dengan menggunakan subjek yang
sama membuktikan bahwa dengan nukieotida T pada titik 1858, prevalensi mutasi
(G1896A jauh lebih tinggi (26,6%) dibandingkan dengan pada genotipe A yang hanya

0% pada pasien kaukasia® dan 3% genotipe A dari pasien Amerika.> Isolat dengan
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mutasi pada regio precore 1896A pada penelitian Ini ternyata hampir semuanya
membawa nukleotida T pada posisi 1858. Hasil ini mengindikasikan bahwa mutasi
G1896A berkorelasi kuat dengan jenis nukleotida pada posisi 1858.

Dart hasil penelitian ini, dapat diketahui bahwa setelah terjadinya
serokonversi HBeAg, tidak selalu berarti bahwa replikasi VHB telah menurun atau
terhenti. Lebih dari 50% subjek dalam penelitian ini mengalami reaktivasi dengan
status HBeAg negatif. Temuan ini membuktikan bahwa HBeAg sebagai indikator
replikasi tidak selalu benar. Mutasi yang berkorelasi kuat dengan status HBeAg
negatif adalah mutasi G1896A pada regio precore, sementara mutasi
A1762T/G1764A tidak berkorelasi dengan status HBeAg. Pada tata laksana hepatitis
B kronis, pemeriksaan mutasi G1896A dapat menjadi pertimbangan karena tipe
mutasi tersebut kemungkinan mempengaruhi serokonversi HBeAg.
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BAB1V
KESIMPULAN DAN SARAN

1V.1.Kesimpulan

1.

Tidak ada perbedaan bermakna mutasi A1762T/G1764A pada masing-masing
fase perjalanan infeksi hepatitis B kronis.

2. Mutasi G1896A berbeda bermakna antara fase IT dengan fase IC, LR dan
ENH.
3. Mutasi Al1762T/G1764A tidak berkorelasi dengan jenis kelamin, usia,
keradangan hati, kadar DNA VHB dan status HBeAg.
4. Mutasi A1762T/G1764A berkorelasi positif dengan genotipe C dan subtipe
adr.
5. Mutasi G1896A tidak berkorelasi dengan jenis kelamin, usia, genotipe VHB,
subtipe VHB dan kadar DNA VHB, ‘ '
6. Mutasi G1896A berkorelasi positif dengan keradangan hati,
7. Mutasi G1896A berkorelasi positif dengan HBeAg negatif.
IV.2. Saran
1. Penggunaan kadar ALT sebagal indikator kerusakan hati perlu dilakukan
beberapa kali. Karena kadar ALT mudah berubah, maka pengambilan
beberapa kali akan lebih mewakili.
2. Jika memungkinkan, indikator kerusakan hati ditambah dengan data biopsi.

Pada reaktivasi hepatitis B kronis sebaiknya diperiksa adanya mutasi G1896A
yang berkaitan dengan HBeAg negatif.
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Rahasia

SURAT PERSETUJUAN

Yang bertanda tangan di bawah ini :

Nama

Alamat

menyatakan bahwa :

1.

Saya telah diberi penjelasan mengenai penyakit Hepatitis B: penyebab, gejala klinis
dan pengobatan serta tindakan pencegahan yang dapat dilakukan untuk mencegah
penularan yang mungkin terjadi

2. Berdasarkan penjelasan yang diberikan, saya menyadari bahwa masih sangat
diperlukan penelitian baik penelitian dasar maupun klinis untuk mengatasi dan
melakukan terobosan baik dari segi pencegahan maupun pengobatan penyakit
hepatitis B. ;

3. Berdasarkan hal tersebut di atas (no. 2), saya bersedia untuk turut serta dalam
penelitian dan bersedia menyumbangkan darah saya sebanyak kurang lebih 5 ml
untuk penelitian yang berkaitan dengan penyakit hepatitis B dan ilmu kedokteran

4, Saya menyetujui bahwa semua data yang berkaitan dengan identitas saya akan
diperlakukan secara rahasia oleh peneliti.

Mengetahui: Yang menyetujui:

( ) B « )

{ )
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Daftar subjek penelitian

No  CODE Sex Age Viral Load AST ALT Phase
(year) (logqg IU/mL {U/L) {U/L)
1 EIHM026 M 44 424 19 25 ENH
2 ElJKH-B021 M 33 7.63 187 177 iIc
3 EIJKH-B415 M 55 8.04 255 312 ENH
4 EIJKH-B017 F 41 342 32 41 iT
5 EIJKH-B293 M 54 5.91 132 115 ENH
6 EIJKH-B421 M 59 3.51 34 59 IT
7 EIJKH-B0O18 M 33 8.04 167 199 ic
8 ElJKH-B048 M 27 1.40 32 36 IT
9 EIJKH-B048 M 74 4.54 98 95 ENH
10 ElJKH-B122 F 34 2.64 233 3am iIC
11 ElJKH-B114 M 25 0.78 21 31 IT
12 EIHM025 F 35 4.83 39 45 ENH
13 ElJKH-B020 M 62 2.24 172 185 ENH
14 ENKH-B152 M 22 4.08 29 36 IT
15 ElIKH-B205 F 60 0.78 31 33 LR
16 EIHM024 M 50 4.24 11 17 ENH
17 EiJKH-B109 M 39 2.29 230 132 LR
18 ENKH-B435 M 48 8.14 52 55 ENH
19 ElJKH-B288 F 32 3.78 31 36 IT
20 EIJKH-B154 F 55 0.78 67 55 LR
21 EIJKH-B075 F 49 6.94 66 97 ENH
22 EIJKH-B0O03 M 46 4.58 23 25 ENH
23 EIVKH-B296 M 47 7.15 89 94 ENH
24 EIJKH-B107 M 41 1.57 17 24 LR
25 ElJKH-B025 F 33 0.78 19 24 IT
26 EINKH-B201 M 42 4.99 21 36 IT
27 EIHMO21 M 33 4.24 76 87 ENH
28 EIHMO022 F 34 5.86 133 105 ENH
29 EIHMO020 M 52 4.24 71 82 ENH
30 EIJKH-B0O39 M 64 4.86 79 31 ENH
A EIJKH-B101A F 55 3.32 42 55 LR
32 ELJKH-B280 F 37 0.91 23 27 iT
33 EIVKH-B202 M 56 4.87 67 99 ENH
34 ElJKH-B204 M 36 5.34 255 312 IC
35 EIJKH-B0S1 M 21 6.87 35 50 IT
36 EIHMO19 M 30 4.24 16 19 ENH
37 EIJKH-B377 F 54 1.65 27 33 LR
38 EIHMO18 M 27 2.66 16 19 LR
39 EIJKH-B166 M 57 0.78 25 27 IT
40  EIJKH-B189 M 65 4.71 132 98 Ic
41 EIJKH-B142 M 25 3.37 27 29 IT
42 EIVKH-B164 M 47 0.78 21 23 LR
43  EIKH-B163 M 54 4.24 12 18 ENH
44 EIJKH-B273 M 26 2.59 27 29 LR
45 EIJKH-B470 M 36 6.60 477 527 ENH

Mutasi basal..., Turyadi, FK Ul, 2010



Subjek penelitian : (lanjutan)

No CODE Sex Age Viral load AST ALT Phase
{year)  {log:eIU/imL} (UML) (UL)

46 ElJKH-BO37 M 3s 1.44 21 24 T
47 EIJXKH-B423 M 49 0.87 34 40 IT
48  EIJKH-B124 F 39 4.08 42 72 Ic
49 EIJKH-BO44 M 50 7.80 977 1320 ic
50  EJKH-BOG6 F 32 0.78 12 34 IT
51 EIJKH-B145 M 37 4.65 677 956 IC
52 ElIJKH-B196 F 80 2.18 28 33 IT
53  EIKH-B118 M 50 0.78 29 30 IT
54 ElJKH-B168 M 21 4.34 27 N IT
55 ELKH-B047 M 51 0.78 89 78 ic
£6 EIHMO17 F 32 4.24 21 23 ENH
57  EIJKH-BO11 M 28 534 83 102 ENH
58 ElJKH-B402 F 56 0.78 78 91 LR
59  ENKH-B302 F 39 0.78 21 23 IT
60 ENKH-B266 M 23 0.78 11 13 T
61 EIJKH-B140 M 69 0.78 29 16 )
62 EINKH-B274 F 26 5.86 23 31 iT
63  EIJKH-B207 F 46 3.64 19 25 IT
64  ElJKH-B241 F 36 5.14 144 124 IC
65  EIJKH-B169 F 25
66 ElVKH-B447 F 50 424 121 144 ENH
67  EIJKH-B0O8S F 34 0.78 19 23 iT
68  EIJKH-B0OB84 F 55 0.78 24 25 IT
69  EWKH-B401 F 51 0.78 27 27 LR
70 EIJKH-B186 M 51 0.78 35 33 LR
71 EIJKH-B133 M 48 4.12 33 37 T
72  EIKH-B269 F 27 5.71 18 25 IT
73 EINKH-BO31 F 44 3.87 27 32 LR
74 EIJKH-BOS0O F 25 4.01 344 401 iIC
75 ElJKH-B151 F 69 0.78 42 45 IC
76  ENKH-B170 F 28 4.87 32 44 IT
77 ElJKH-B040 F 27 6.60 24 27 T
78  EIKH-B2%56 M 66 0.78 21 27 LR
79  EIJKH-B149 M 43 2.52 26 28 LR
80  EIJKH-B378 M 36 1.72 17 29 LR
81 ElJKH-B379 M 38 7.63 133 a7 IC
82  ElKH-B026 M 44 3.17 144 87 ENH
83  EIJKH-B393 F 57 263 66 79 LR
84 EIJKH-B380 F 19 8.04 126 155 iIC
a5 ElIJKH-B293 M 54 1.65 28 33 LR
86  EIJKH-B422 M 30 2.6 26 33 LR
87 EIHMO14 M 54 6.32 36 40 ENH
88 EIJKH-B083 M 51 0.78 18 23 LR
89  ENKH-B139 M 40 4.24 24 26 IT
90  EIHM013 M 61 4.24 35 32 ENH
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Subjek penelitian (lanjutan)

No CODE Sex Age Viral load AST ALT Phase
(year) (logiglU/mL)  (U/L) (U)

91 ENKH-BOB7 M 47 4.35 27 31 LR
92 EIJKH-B180 M 50 2.92 29 31 iT
93 ElJKH-B209 F 69 0.78 23 37 LR
g4 ElIJKH-B407 M 37 4.55 17 26 iT
95 EIJKH-B370 F 56 6.97 55 49 ENH
96 EIHMO12 F 48 6.37 43 63 ENH
97 ElJKH-B400 F 50 7.45 233 178 ENH
98 ElJKH-B184 M 47 4.74 81 88 ENH
Q9 EIJKH-B175 M 46 3.54 27 34 LR
100 EIKH-B262 M 66 1.82 433 312 LR
101 EIHMO11 M 26 4.24 79 104 ENH
102  EIKH-B163 M 53 4.71 79 98 ENH
103  ElJKH-B424 M 41 7.54 39 151 ENH
104 ENKH-B043 M 57 3.97 46 77 iC
105 EIHMO10 M 56 424 52 59 ENH
106 EIHMO009 F 42 4.24 71 87 ENH
107  ElJKH-B038 M 32 5.07 227 256 ENH
108 ENKH-B167 M 68 4.83 32 35 ENH
109  EIJKH-B286 F 41 6.70 127 161 ic
110  EIHMO0038 M 44 4.24 47 85 ENH
111 EVKH-B373 F 63 2.74 22 31 LR
112  ElJKH-B436 M 36 3.82 46 77 IC
113 EIJKH-B282 F 32 8.04 123 199 IC
114  EIJKH-B158 M 21 6.86 134 122 Ic
115  EIJKH-B108 F 58 0.78 31 33 IT
116 1005120236 F 52 2.61 36 44 IT
117  EIJKH-B210 M 45 0.78 19 22 LR
ii8  EIHM0O04 Y 34 4.24 62 77 ENH
118 ENKH-B176 M 52 6.78 79 81 Ic
120  EIJKH-B126 M 53 5.11 89 94 IC
121 EIJKH-BO22 F 54 3.73 56 99 ENH
122  ElJKH-B283 M 51 8.04 900 1365 ENH
123 ElJKH-B150 F 40 2.60 23 27 LR
124  ENKH-B291 M 61 1.95 143 79 ENH
125 ENKH-B392 M 40 3.72 287 200 IC
126  EIHMOQ3 M 33 4.24 88 122 ENH
127  EIJKH-B071 M 29 4.62 32 36 ENH
128 ENJKH-B466 M 30 8.04 52 77 ENH
129  EIJKH-B131 F 21 2.82 19 44 IT
130 EIJKH-B374 F 14 8.04 241 311 iCc
131 EIJKH-B408 M 25 3.09 38 33 LR
132  EIJKH-B123 M 42 4.84 41 47 IT
133 0903150138 M 36 5.54 120 312 ENH
134  EIHMOO02 M 26 4.63 30 34 ENH
135  EIHMOG1 M 48 5.32 56 61 ENH
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Subjek penelitian

(lanjutan)

No CODE Sex Age Viral load AST ALT Phase
(vear) (loQs«o IU/mL}) (UA) (U/L)

136 EIJKH-B045 F 48 3.15 32 35 IT

137 EIJKH-B203 M 43 6.54 98 120 ENH

138 EIJKH-B278 M 34 3.63 30 55 LR

139 EIK-FF018 M 48 5.54 89 78 ENH

140  EIJK-FF40 M 55 4.71 79 114 ENH
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Gambear eletroforesis gel agarosa
A. Hasil PCR fragmen DNA gen S
B. Hasil PCR fragmen DNA regio BCP dan precore
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Poloe g9 8§ 4 4 § 3 i 3 n
AN AT C A G G T TAAAG ¢ TCTT TG TACT
50° 60
B

Elektroforegram hasil proses sekuensing DNA

A. Regio BCP normal 1762A/1764G pada gambar posisi 1762 dan 1764 pada titik
57 dan 59

B. Regio BCP mutan 1762T/1764A pada gambar posisi 1762 dan 1764 pada titik
49 dan 51
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GCGCC TTG GG TGGC T TTGSGGCGC AT
170 180 1

B
B R R B 22 AUy ™ ol
o . N S . - . . - .-
G C T TG T 6 C 7T 7T T AG G G CAT
180 180

Elektroforegram hasil proses sekuensing DNA
A. Regio BCP normal 1896G. Pada gambar posisi 1896 berada pada titik 183
B. Regio BCP mutan 1896A. Pada gambar posisi 1896 berada pada titik 191
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PERHITUNGAN STATISTIK

Sebaran usia, kadar DNA VHB, kadar AST dan kadar ALT

lPhase Age Viraltoad AST ALT

T Mean 39.5135 2.8549 26.0000 32.4054
N a7 37 37 37
Std. Deviation 14.39063 1.91617 6.89605 9.38515
Median 39.0000 2.9151 27.0000 31.0000
Minimum 21.00 .78 11.00 13.00
Maximum 80.00 6.87 41.00 59.00
Range 559.00 6.09 30.00 46.00

IC Mean 39.6522 5.3193 2052174 245 9565
N 23 23 23 23
Std. Devialion 13.88444 2.28496| 217.00146[ 301.56599
Median 37.0000 5.1424 133.0000 155.0000
Minimum 14.00 .78 42.00 45.00
Maximum 69.00 8.04 977.00 1320.00
Range 55.00 7.26 935.00 1275.00

HLR Mean 47.5172 2.0414 51.4138 48.9655
N 29 29 29 zgﬂ
Std. Deviation 12.19081 11713 83.56371 56.05194
Median 47.0000 1.8175 27.0000 33.0000[
Minirmum 2500 .78 16.00 19.00
Maximum 69.00 4.35 433.00 312.00
Range 44,00 3.57 417.00 283.00]

ENH Mean 46.0200 5.1855 108.9000 128.3600
N 50 50 50 50
Std. Deviation 11.63785 1.45100} 139.83332( 199.77710
Median 47.5000 4,7277 73.5000 87.5000
Minimum 26.00 1.95 11.00 17.00
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Maximum 74.00 814 900.00 1365.00

Range 48,00 6.19 889.00 1348.00|
Total  Mean 43.5468 3.9313 80.7770 106.7122

N 139 139 139 139

Std. Deviation 13.21518 2.18365| 140.11259| 186.84528

Median 44.0000 4,2366 39.0000 47.0000

Minimurm 14.00 .78 11.00 13.00

Maximum 80.00 8.14 977.00 1365.00

Range 66.00 7.35 966.00 1352.00]

Phase
IT IC LR ENH Total

Sex M 19 14 18 40 91

F i8 9 11 10 48

Total 37 23 29 50 139J

ANOVA
Sum of Squares of Mean Square F Sig.

Sex  Between Groups 1.875 3 625 2.856 040}

Within Groups 29.549 135 219

Total 31.424 138
Age  Between Groups 1713.764 3 571.255 3.445 .019

Within Groups 22386.682 135 165.827

Total 24100.446 138
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Prevalensi mutasi BCP dan precore pada fasc infeksi hepatitis B kronis

Phase
IT Ic LR ENH Total
BCP normal 13 2] 14 H 67
mutant 2 5 6 12 25
Total 15 14 20 43 92
Chi-Square Igs@ Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 2.060° 3 560
{Likeliood Ratio 2.254 3 521
Linear-by-Linear Association AS57 1 499
N of Valid Cases 92

a. 2 cells (25,0%) have expected count less than 8. The minimum expected

count is 3.80.
Phase
1T IC LR ENH Total
Precore nommal 16 13 10 26 65
mutant 0 2 10 15 27
‘ Total 16 15 20 41 g2
Value df Asymp. Sig. (2-sided)

Pearson Chi-Square 13.651° 3 .003

Likelihood Ratio 18.007 3 .000

Linear-by-Linear Associalion 8.690 1 .003

N of Valid Cases 92

a. 2 celis (25.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count
is 4.40.
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Sebaran genotipe YHB pada fase infeksi hepatitis B kronis.

Phase
IT IC LR ENH Total
Genotype B 20 11 18 23 72
c 6 9 3 5 23
Total 26 20 21 28 95
Chi-Square Tests Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Sguare 6.472° 3 091
Likelihood Ratio 6.047 3 109
Linear-by-Linear Association 1.172 1 279
N of Valid Cases 95

a. 1 cells {12.5%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

484,
Subtype
adw ayw adr Total
WPhase IT 20 1 5 26
Ic 10 0 8 18
LR 15 1 2 18
ENH 22 1 4 27,
Total 67 3 19 89
Chi-Square Tests
Value df Asymp, Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 8.096° 6 231
Likelihood Ratio 7.922 6 244
Linear-by-Linear Association .964 1 .326
M of Valid Cases a9

a. 6 cells {50.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is

.61.
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Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1806A dengan jenis kelamin.

Sex
M F Total

BCP  normal  Count 42 25 67

% within BCP 62.7% 37.3% 100.0%

% of Total 45.7% 27.2% 72.8%

mutant  Count 15 10 25
% within BCP 60.0% 40.0% 100.0%
% of Total 18.3% 10.9% 27.2%
Total Count 57 35 92
% within BCP 62.0% 38.0% 100.0%
% of Total 652.0% 38.0% 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. {1-
Value df sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square .056° 1 813
Continuity Correction” 000 1 1.000
Likelihood Ratio .056 1 .814
Fisher's Exact Test 814 499
Linear-by-Linear Association 055 1 .B14
N of Valid Cases 92

a. 0 cells {0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 9.51.

b. Computed only for a 2x2 table
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Sex
M F Total
{Precore normal  Count 41 24 65
% within PreC 63.1% 36.9% 100.0%
% of Total 44 8% 268.1% 70.7%
mutant  Count 16 11 27
% within PreC 59.3% 40.7% 100.0%
% of Total 17.4% 12.0% 29.3%
Total Count 57 35 92
% within PreC 62.0% 38.0% 100.0%
% of Total 62.0% 38.0% 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
‘Pearson Chi-Square .18° 1 731
Continuity Correction” 012 1 914
Likelihood Ratio A17 1 732
Fisher's Exact Test 815 454
Linear-by-Linear Association A7 1 733
N of Valid Cases 92

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 10.27,

b. Computed only for a 2x2 table
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Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1806A dengan usia.

Age
IECP Mean N Std. Deviation | Median Minimum | Maximum

normal 41.5075 67 12.56805 42.0000 14.00 68.00

mutant 45.6800 25 12.96058}  47.0000 25.00 80.00

Total 426413 92 12.74223 44.0000 14.00 80.00

ANOVA Table®
Mean
Sum of Squares | df Square F Sig.
Age * BCP  Between {Combined) 36977 1 316.977| 1.973 164
Groups  \wsthin Groups 14458.186| 90|  160.847
Total 14775.163 91

a. With fewer than three groups, linearity measures for Age * BCP cannot be

computed.

Age

PreC Mean N Std. Deviation | Median Minimurmn | Maximum

nomal 42.3077 65 13.64268 41.0000 14.00 80.00

mutant 43,2222 27 10.76080 46.0000 25.00 63.00

Total 42.5761 92 12.81245 43.0000 14.00 80.00

ANOVA Table®
Sum of Mean
Squares df Square F Sia.
Age *PreC  Between  (Combined) 15.955 1 15.955 .0961 .757
GrouUPS  \within Groups | 14922.513 go| 165.806
Total 14938.467 o1

a. With fewer than three groups, linearity measures for Age * PreC cannot be

computed,
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Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1806A dengan kadar ALT.

Report

ALT

BCP Mean N Std. Deviation Median Minimum | Maximum Range
4n0rmal 119.9701 67 211.51610 45.0000 17.00 1365.00 1348.00
mutant 140.8000 25 253.55374 79.0000 24.00 1320.00 1286.00
Total 125.6304 92 222.46438 55.0000 17.00 1365.00 1348.00

ANOVA Table®
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
ALT * BCP Between (Combined) 7899.494 1 7899.494 158 692
Groups  \witnin Groups 4495725.940 90| 49952510
Total 45038625.435 91

a. With fewer than three groups, linearity measures for ALT * BCP cannot be

computed.

ALT

Precore Mean N Std. Deviatien | Median | Minimum | Maximum Range
Wnormal 85.3538 65 7892390 55.0000 19.00 312.00 293.00
mutant 180.7037 27 31183981 63.0000 17.00 1365.00 1348.00
Total 113.3370 92 184.63074 55.0000 17.00 1365.00 1348.00

ANOVA Table®
Sum of Squares df Mean Square Sig.
ALT * Precore Between (Combined) 173432.063 1 173432.063| 5.330| .023
Groups  \within Groups | 2928622.491 90| 32540250
Total 3102054.554 91

a. With fewer than three groups, linearity measures for ALT * Precore cannot be

computed.
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Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1806A dengan kadar DNA

VHB.
ViralLoad
BCP Mean Std. Deviation Median Minimum | Maximum Range
normal 4.4999 67 2.02139 4.2366 78 8.04 7.26}
fmutant 4.4530 25 2.10806 4.2366 .78 8.14 7.35
Total 4.4872 g2 2.03370 4.2366 .78 8.14 7.35
ANOVA Table®
Sum of Mean
Squares df Square F Sig.
Virall.oad * BCP Between {Combined) .040 1 040 010 522
Groups  \vithin Groups | 376.331 90 4181
Totat 376.371 91

a. With fewer than three groups, linearity measures for ViralLoad * BCP cannot be

computed.
ViralLoad
Precore Mean Std. Deviation Median Minimum | Maximurm Range
[normal 4.4875 65 1.96962 4.2366 .78 814 7.35
mutant 4.3972 27 217273 4.2366 .78 8.04 7.26
Total 4.4610 92 201562 4.2366 .78 8.14 7.35
ANOVA Table®

Sum of Mean

Squares df |Square F Sig.
ViralLoad * Between (Combined) L1565 1 155 .38 .846|
Precore GrouPS  Within Groups 371.022| 90| 4.122

Total 371477 91

a. With fewer than three groups, linearity measures for ViralLoad * Precore

cannot be computed.
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Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1806A dengan genotipe VHB.

Genotype
B8 C Total
BCP  normal 38 8 44
mutant 12 7 19
Total 50 13 63
Chi-Square Tests Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. | Exact Sig.
Value df sided) (2-sided) (1-sided)
Pearson Chi-Square 4.363° i .037
Continuity Correction” 3.061 1 080
Likelihood Ratio 4.085 1 .043
Fisher's Exact Test .048 .043
Linear-by-Linear Association 4,294 1 .038
N of Valid Cases 63

a. 1 cells (25.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 3.82.

b. Computed only for a 2x2 table

Genotype
B C Total
Precore  normal 34 13 47
mutant 15 2 17
Total 49 15 64
WChi-Square "V Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
{Pearson Chi-Square 1.758° 1 .185
Continuity Correction® 984 1 321
Likelihood Ratio 1.949 1 163
Fisher's Exact Test 317 .161
Linear-by-Linear Association 1.730 1 .188
N of Valid Cases 64

a, 1 ceils (25.0%) have expected count less than 8. The minimum expected count is 3.98.

b. Computed anly for a 2x2 fable
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Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1806A dengan subtipe VHB.

Sublype
adw ayw adr Total

BCP normail 36 i 4 41

mutant 11 1 7 19

Total A7 2 11 60
Chi-Square Tests Value af Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 6.989° 2 .030
Likelihood Ratio 6.580 2 .037
Linear-by-Linear Association 6.836 1 .0091
N of Valid Cases 60

a. 3 cells (50.0%) have expected count less than 5. The minimum expected

count is .63.
Subtype
adw ayw adr Total

Precore  normal 33 1 11 45A

mutant 13 1 | 15

Total 46 2 12 80|
Chl-SGLREs To8lg Value df Asymp. Sig. (2-sided)
Pearson Chi-Square 2.705" 2 259
Likelihood Ratio 3.047 2 218
Linear-by-Linear Association 1.659 1 168
N of Valid Cases 60

a. 3 cells {50.0%) have expected count less than 5. The minimum expecled

count is .50.
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Hubungan antara mutasi A1762T/G1764A dan G1806A dengan status HBeAg.

HBeAg
neg pos Total
BCP normal 44 23 67
mutant 17 8 25
Total 61 31 92
Chi-Square Tests Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
Value daf sided) sided) sided)
HPearson Chi-Square .044* 1 834
Continuity Correction® .000 1 1.000
JLikelihood Ratio 044 1 833
Fisher’s Exact Test 1.000 520
Linear-by-Linear Association 044 1 834
N of Valid Cases 92
a. 0 cells (.0%) have expected count iess than 5. The minimum expected count is 8.42.
b. Computed only for a 2x2 table
HBeAg
neg pos Total
Precore  normal 35 30 65
mutant 24 3 27
Total 59 33 g2
Chi -SSR EsT Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 10.183° 1 .00
1Conunuity Correction” 8.717 1 .003
Likelihood Ratio 11.529 ] 001
Fishers Exact Test .002 oM
Linear-by-Linear Association 10.073 1 002
N of Valid Cases 92

a. 0 cells (.0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 9.68,

b. Computed only for a 2x2 table
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Dipresentasikan pada Konferensi APASL ke 21 di Bangkok, Thailand 17-20 Februari 2011

Pre-core and basal core promoter mufations during the natural history of chronic
hepatitis B patients in Indonesia

Turyadi', Martono Roni’, Meta Dewi Thedja', Susan Irawati Ie’, Erick Sidarta’, Alida R. Harahap™?, David
H. Muljono

!Eijkman Institute for Molecular Biology, Jakarta
Department of Clinical Pathology, Faculty of Medicine, University of Indonesia, Jakaria, Indonesia

Background: Pre-core A1896 and basal core promoter (BCP) T1762/A1764 mutations
of hepatitis B virus (HBV) genome have been correlated with severe liver diseases;
however, their role in the pathogenesis of chronic hepatitis B (CHB) remains unclear. We
assessed the prevalence and association of these mutations in different phases of CHB in
Indonesian patients.

Methods: One-hundred and forty CHB patients, not undergoing antiviral therapy, were
classified into immune-tolerance (IT), immune-clearance (IC), non/low-replicative (LR),
and hepatitis B ¢ antigen (HBeAg)-negative hepatitis (ENH) phases. HBY DNA was
detected and quantified by polymerase chain reaction then analyzed by sequencing.
Results: ENH and LR patients were older than IC or IT patients (p <0.05). HBV DNA
levels were highest in IC patients (median 5.34 logio IU/mL) and lowest in LR (median
1.65 logig TU/mL; p <0.0001). The A1896 pre-core mutants were most prevalent in LR
(53%, p<0.001) and higher in ENH (32%, p<0.001) than in IT and IC patients, while the
T1762/A1764 BCP mutants were comparable between all phases. The T1762/A1764
BCP mutants were more frequently identified in genotype C than in genotype B (p
<0.05), and in subtype adr than in subtypes adw and ayw (p <0.05). The T1858 mutants
were detected in almost all HBV isolates regardless the genotypes (B and C). No
associations were observed between HBV DNA levels and pre-core as well as BCP
mutations.

Conclusions: The prevalence of pre-core A1896 mutation differed in phases of CHB in
Indonesian patients with preponderance in older ages and later stages. BCP T1762/A1764
mutations were assoctated with HBV genotypes and subtypes, irrespective of infection
phases. These findings indicate that BCP mutations could be independent of HBeAg
seroconversion in the natural history of chronic HBV infection.

Keywords : chronic hepatitis B, precore, basal core promoter
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HEPATITIS B PADA PERJALANAN INFEKSI HEPATITIS B KRONIS
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Abstrak

Latar Belakang. Mutasi A1762T/G1764A basal core promoter (BCP) dan G1896A precore pada
genom virus hepatitis B (VHB) berhubungan dengan tingkat keparahan penyakit hati, namun demikian
peran mutasi-mutasi tersebut pada patogenesis hepatitis B kronik masih belum jelas. Cleh karena itu,
penelitian ini bertujuan untuk mengetahui prevalensi mutasi A1762T/G1764A dan G1896A serta
hubungannya dengan fase-fase pada perjalanan hepatitis B kronik.

Metodologi. Seratus empat puluh pasien hepatitis B kronik yang dilibatkan dalam penelitian inj, belum
mendapatkan pengobatan, dan dikelompokkan ke dalam fase immunotolerant (IT), immunoclearance
(IC), Nonflow replicative (LR) dan hepatitis “e”negatif (ENH). DNA VHB diperiksa dan diukur
kadamya dengan teknik polymerase chain reaction, kemudian disekuensing untuk dianalisis.

Hasil. Usia subjek lebih tua pada kelompok ENH dan LR dibandingkan dengan fase lain (p<0.05).
Kadar DNA paling tinggi pada fase IC dan paling rendah pada fase LR (p<0.001), sementara pria
mempunyai ristke lebih besar terjadi reaktivasi dengan HBeAp negatif (p<0.05). Mutasi
Al1762T/G1764A tidak berbeda bermakna pada semua fase (p=0.56) dan lebih tinggi pada genotipe C
dan subtipe adr (p<0.05). Mutasi G1896A paling tinggi pada fase LR {p<0.05), dan tidak berbeda
bermakna pada genotipe dan subtipe VHB. Tidak ada hubungan antara kadar DNA VHB dengan
mutasi di precore dan BCP.

Kesimpulan. Prevalensi mutasi G1896A berbeda pada fase hepatitis B kronik di Indonesia, ditemukan
iebih sering pada usia lebih tua dan fase Janjut. Mutasi A1762T/GI764A berkorelasi dengan genotipe
dan subtipe VHB, sebaliknya tidak berhubungan dengan fase infeksi. Studi ini mengindikasikan bahwa
mutasi BCP tidak berhubungan dengan serokonversi HBeAg pada perjalanan hepatitis B kronik.

Kata kunci: hepatitis B kronik, perjalanan infeksi, precore, basal core promoter

Abstract

Background: Precore G1896A and basal core promoter {(BCP) A1762T/G1764A mutations of
hepatitis B virus (HBV) genome have been correlated with severe liver diseases; however, their role in
the pathogenesis of chronic hepatitis B (CHB) remains unclear. We assessed the prevalence and
association of these mutations in different phases of CHB in Indonesian patients.

Methods: One-hundred and forty CHB patients, not undergoing antiviral therapy, were classified into
immune-tolerance (IT), immune-clearance (IC), non/low-replicative (LR}, and hepalitis B e antigen
(HBeAg)-negative hepatitis (ENH) phases. HBV DNA was detected and quantified by polymerase
chain reaction then analyzed by sequencing.
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Results: ENH and LR patients were older than IC or IT patients (p <0.05). HBV DNA levels were
highest in IC patients and lowest in LR (p<0.0001). The A1896 pre-core mutants were most prevalent
in LR (p<0.001) and higher in ENH {p<0.001) than in IT and IC patients, while the A1762T/G1764A
BCP mutants were comparable between all phases. The A1762T/G1764A BCP mulants werc more
frequently identified in genotype C than in genotype B (p <0.05), and in subtype adr than in subtypes
adw and ayw (p <0.05). The T1858 mutants were detected in almost all HBV isolates regardless the
genotypes (B and C). No associations were observed between HBV DNA levels and precore as well as
BCP mutations.

Conclusions: The prevalence of precore A1896 mutation differed in phases of CHB in Indonesian
patients with preponderance in older ages and later stages. BCP A1762T/G1764A mutations were
associated with HBV genotypes and subtypes, irrespective of infection phases. These findings indicate
that BCP mutations could be independent of HBeAg seroconversion in the natural history of chronic

HBYV infection.

Keywords : chronic hepatitis B, notural course, precore, basal core promoter

Latar Belakang

Hepatitis B adalah penyakit hati
akibat infeksi virus hepatitis B (VHB), yang
merupakan masalah  global di bidang
kesehatan. Sekitar 2 milyar penduduk dunia
terinfeksi VHB dan 360 juta di antaranya
menjadi pengidap VHB kronis dengan risiko
terjadinya sirosis dan kanker hati, sekaligus
sebagai pembawa VHB. Selama tahun 2000
diperkirakan  sekitar  620.000  penderita
hepatitis B yang meninggal dunia 580.000
{94%) di antaranya karena sirosis dan kanker
hati yang disebabkan infeksi hepatitis B
kronis, sementara 40.000 {6%) sisanya karena
hepatitis B akut,'

Indonesia merupakan wilayah dengan
prevalensi pengidap hepatitis B mulai dari
sedang hingga tinggi, dan secarz urum
dimasukkan pada daerah dengan prevalensi
tinggi (gambar 1).2

Infeksi VHB dikelompokkan ke
dalam infeksi akut dan infeksi kronis. Sekitar

95% pengidap hepatitis B kronis terinfeksi

pada saat lahir atau masa kanak-kanak,
sedangkan 5% lainnya terinfeksi pada usia
dewasa,*

Hepatitis B kronis (chronic hepatitis
B = CHB) didefinisikan apabila pada penderita
ditemukan adanya hepatitis B surface antigen
(HBsAg) dalam serum lebih dari & buolan.
Hepatitis B kronis mempunyai spektrum yang
luas, mulai dari tanpa gejala, hepatitis kronis
aktif, sirosis hati sampai terjadinya kanker
hati.>® Berdasarkan status hepatitis B e antigen
(HBeAg), kadar DNA VHB, dan kadar
alanine transaminase (ALT), Fattovich et al
membagi perjalanan infeksi hepatitis B kronis
ke dalam empat fase, meliputi: (1) fase
imunotoleran (immunotolerant = 1T} yang
merupakan awal dari infeksi yang ditandai
dengan HBeAg positif, kenaikan kadar DNA
VHB, kadar ALT nommal, (2) fase
tmunoreaktif (immunoclearancee = 1C) yang
merupakan fase lanjutan dari fase 1T dengan
ciri-ciri HBeAg positif, kadar virus mulai

menurun  atau  fluktvatif, serta kadar ALT
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cenderung meningkat atau fluktatif, (3)
replikasi rendah atau tanpa replikasi (Jow
replicative = LR) adalah fase inaktif ditandai
HBeAg negatif dengan kadar DNA VHB yang
rendah  atan tidak terdeteksi, kadar ALT
normal, dan (4) fase hepatitis B dengan
HBeAg negatif ("e” negative hepatitis =
ENH)} sering disebut juga dengan fase
reaktivasi dan ditandai dengan HBeAg negatif,
kenaikan kadar DNA VHB, serta kenaikan
kadar ALT.

Pada fase LR risiko terjadinya sirosis
dan kanker hati sangat rendah dan telah
mengalami serokonversi HBeAg dari HBeAg
positif dan anti-HBe negatif menjadi HBeAg
negatif dan anti-HBe paositif® Serokonversi
HBeAg pada fase LR dianggap sebagai
penanda pennrunan replikasi virus, sehingga
serokonversi HBeAg dijadikan target jangka
pendek pada terapi hepatitis B. Ternyata
sebagian penderita hepatitis B dengan HBeAg
negatif dapat mengalami reaktivasi menuju
fase ENH, di mana replikasi terjadi kembali
baik itu diikuti HBeAg positif maupun tetap
dengan HBeAg negatif. Pada tahap ini infeksi
berkembang menjadi hepatitis B kronis aktif,
di mana kemungkinan terjadinya sirosis hati
adalah 2 — 4 %.” Terjadinya sirosis hati pada
penderita hepatitis B kronis dengan HBeAg
negatif dua kali lebih besar dibanding pada
penderita dengan HBeAg positif.” Fase ini
biasanya terjadi pada pasien yang lebih tua
dengan kerusakan hati yang berkelanjutan
karena merupakan fase lanjut dari infeksi

hepatitis B kronis."

Protein prekursor HBeAg yang
disandi oleh gen core (C), setelah mengalami
proses modifikasi pasca translasi mcnjadi
HBeAg diekspresikan ke luar hepatosit dan
akhirnya masuok ke dalam aliran darah. Gen C
dalam transkripsinya menghasilkan dua
macam messenger RNA (mRNA) yaitu: (1)
mRNA precore yang menyandi HBeAg dan
{2) mRNA pregenom yang menyandi protein
C, yang merupakan komponen kapsid, Selain
it gen C juga mengalami transkripsi balik
menghasilkan DNA genom pada proses
replikasi VHB."

Proses transkripsi balik pada replikasi
VHB tidak mempunyai kemampuan koreksi
(progf reading) jika terjadi salah baca. Hal ini
menyebabkan laju mutasi pada genom VHB
lebih cepat dibanding virus DNA yang lain.
Mutasi tersebut dapat terjadi pada semua gen
dan dapat wmempengaruhi protein yang
disandinya termasuk mempengarchi ekspresi
HBeAg jika mutasi tersebut terjadi pada regio
precore yang merupakan bagian dari gen C
atau terjadi pada regio promoter yang
mengatur transkripsinya,'?

Dalamn hubungannya dengan ekspresi
HBeAg selama replikasi virus, terdapat dua
kelompok mutasi yang mempengaruhi
ekspresi HBeAgp. Yang pertama mutasi
G1896A pada regio precore yang terletak pada
basa ke-1896 guanin (G) menjadi adenin (A)
menyebabkan kodon ke 28 yang menyandi
triptofan berubah menjadi kodon stop. Mutasi
ini menyebabkan kegagalan ekspresi HBeAg
karena protein prekursor gagal dibentuk, Pada
RNA pregenom, nukleotida 1896 terletak pada
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daerah lengkung sinyal enkapsidasi (disebut £
= gpsilon) yang sangat penting pada proses
replikasi VHB, dan berpasangan dengan
nukleotida 1858 (kodon ke 15). Karena perlu
adanya Kkestabilan struktur €, maka mutasi
G1896A pada Joop tersebut dipengaruhi
pasangannya Yyaitu basa ke 1858 Mutasi
C1858T pada repio precore yang merubah
sitosin  (gytosine = C) menjadi timin (T)
meningkatkan kestabilan mutasi G18964, atau
dengan kata lain mutasi C1858T merupakan
faktor disposisi terjadinya mutasi G1896A."
Kelompok mutasi kedua yang mempengaruhi
ekspresi HBeAg adalah vang terjadi pada
regio basal core promoter (BCP) yang
merupakan mutasi ganda A1762T/GI764A
yang merubah A menjadi T pada basa ke 1762
dan G menjadi A pada basa ke 1764, Mutasi
ini menyebabkan penurunan laju transkripsi
mRNA precore sehingga ekspresi HBeAg juga
menurun.”

Kedua  mutasi  tersebut  telah
dilaporkan berhubungan dengan keparahan
penyakit.  Mutasi  precore  dilaporkan
berasosiasi erat dengan terjadinya hepatitis
akut fulminan akut, khususnya di daerah
medietrania®'®  Sedangkan mutasi BCP
berasosiasi dengan manifestasi penyakit yang
lebih parah, seperti sirosis yang progresif dan
kanker hati.'®

Namun demikian peranan kedua
kelompok mutasi tersebut dalam hubungannya
dengan perjalanan infeksi hepatitis B kronis
masih belum banyak diketahui.

Selain hubungannya dengan

perubahan status HBeAg akibat mutasi

fersebut, keparahan penyakit hati juga
dihubungkan dengan karakteristik genctik
vires, yaitn genotipe VHB, yang ditentukan
berdasarkan variasi susunan genom VHB, dan
serotipe VHB yang ditentukan berdasarkan
perbedaan reaksi serologi. Terdapat delapan
genotipe VHB, yaitu A-H, serta empat subtipe
utama VHB, yaitu adw, adr, ayw dan ayr.'"'8

Faktor yang memegang peranan
utama pada perjalanan infeksi hepatitis B
kronis meliputi: kadar DNA VHB, HBeAg,
genotipe VHB, dan mutasi pada BCP dan
precore.”  Faktor-faktor  tersebut  dapat
berperan sendiri-sendiri mauwpun kombinasi,
namun demikian mekanismenya belum banyak
diketahui sehingga diperlukan studi mengenai
masing-masing faktor dan hubungannya satu
sama lain.

Hingga saat ini data mengenai mutasi
Al762T/G1764A pada regio BCP dan
G1896A regio precore dari subjek Indonesia
masih sangat terbatas. Sedangkan data mutasi-
mutasi tersebut pada berbagai fase perjalanan
infeksi hepatitis B kronis di Indonesia sampai
saat ini belum pemah dilaporkan.

HBeAg negatif masih digunakan
sebagai target pada terapi hepatitis B oleh
sebagian kalangan, Mutasi A1762T/GI764A
regio BCP dan atau G1896A regio precore
dapat mempengaruhi produksi HBeAg®
sehingga pada keadaan tersebut kadar HBeAg
dalam darah kemungkinan tidak lagi dapat
dikaitkan dengan laju replikasi yang terjadi
dalam sel hati. Apakah HBeAg masih relevan

untuk dijadikan indikator replikasi virus, dan
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selanjutnya dijadikan target terapi, hal ini
masih perlu dikaji lebih lanjut.

Tong juga menycbutkan bahwa
sebagian besar dari pasien hepatitis B kronis
aktif dengan HBeAg negatif membawa varian-
varian VHB dengan mutasi pada regio precore
dan  regio BCP.®  Apakah  mutasi
Al1762T/G1764A dan G1896A tersebut hanya
ditemukan pada subjek dengan HBeAg
negatif, informasi ini masih sangat terbatas.

Mutasi yang sering terjadi pada regio
BCP dan dikaitkan dengan status HBeAg,
menurut Tong dikatakan menyebabkan
penurunan ekspresi HBeAg hingga 80% tetapi
justeru meningkatkan replikasi genom VHB
hingga 8 kali lipat,” yang artinya bahwa

subjek vang membawa mutasi

B>7 [J2-7%

A1762T/G1764A regio BCP dan GI896A
precore mempunyai kadar DNA VHB lebih
tinggi dibandingkan yang normal. Apakah ini
juga berlaku di populasi Indonesia, sampai
sekarang betum ada laporan mengenal hal itu.

Selain itu, data mengenai pela
mutasi A1762T/G1764A regio BCP dan
G1896A regio precore dari subjek CHB dalam
hubungannya dengan genotipe dan subtipe
yang beredar di Indonesia juga masih masih
sangat terbatas. Studi ini bertujuan untuk
mengetahui prevalensi mutasi
AlT762T/G1764A regio BCP dan G1896A
regio precore dan mempelajari hubungannya
dengan fase perjalanan infeksi hepatitis B

kronis, faktor inang dan faktor virus pada

popuiasi pasien di Indonesia.

Gambar 1. Peta penyebaran hepatitis B di dunia.”'
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Metodologi

Desain penelitian adalah  cross  sectional
analitik observasional. Pada penelitian ini akan
prevalensi mutasi pada BCP dan precore pada
masing-masing  fase perjalanan  infeksi
hepatitis B kronis. Selanjumya mutasi pada
BCP dan precore dikorelasikan dengan jenis
kelamin, usia, kadar ALT, kadar DNA VHB,
genotipe VHB, subtipe VHB dan status
HBeAg.

Penelitian dilakukan di Laboratorium
Hepatitis di Lembaga Biologi Molekul
Eijkman, Jakarta dengan subjek yang
merupakan pasien yang datang dirujuk untuk
pemeriksaan DNA VHB, belum mendapatkan
pengabatan antivirus dan mempunyai catatan
mengenai status HBsAg positif lebih dari 6
bulan, mempunyai data kadar ALT serta kadar
DNA VHB. Subjek telah mendapat penjelasan
mengenai hepatitis B dan keikutsertaannya
pada penelitian ini serta telah menyatakan
setuju untuk terlibat dengan menandatangani
surat persetujuan atau inform consent.
Penelitian ini merupakan bagian dari
penelitian besar yang dilakukan di Lembaga
Biologi Molekul Eijkman dengan judul:
Molecular diversity of Hepatitis B Virus
(HBV) in Indonesia” dan telah mendapatkan
persetujuan  etik dari  Eifkman  [Institute
Research Ethic Commission (EIREC).

HBeAg diperiksa dengan teknik
enzyme linked immunosorbant assay (ELISA)
menggunakan kit Monolisa™ HBe Ag-Ab
Plus (Biorad, USA) dengan mengikuti
petunjuk yang disertakan dalam kit. Intensitas

warma diuvkuwr menggunakan alat pembaca

ELISA Infinite F200 [Tecan, Austria] pada
panjang gelombang 490 nm.

diberikan pada tabap selanjumya. Sebagai
akibatnya, intensitas wama yang terukur
berbanding terbalik dengan kadar anti-HBe
dalam sampel.

Subjek  yang  digunakan dalam
pemeriksaan telah mempunyai data ALT
(alanine transaminase) dan kadar virus.
Berdasarkan data tersebut dan status HBeAg,
subjek dibedakan menjadi empat fase yaitu
fase IT, IC, LR dan ENH. Isolasi DNA
dilakukan menggunakan kit QlAamp viral
minikits [QIAGEN, USA] dengan mengikuti
prosedur yang disertakan dalam  kit.
Amplifikasi atan penggandaan fragmen DNA
dilakukan pada dua target fragmen DNA yaitu
sebagian regio gen S yang digunakan untuk
penentuan genotipe dan subtipe virus, serta
regio BCP dan precore yang digunakan untuk
pemeriksaan adanya mutasi pada regio BCP
dan regio precore. Amplifikasi dilakukan
dengan teknik PCR menggunakan pasangan
primer S-88 (5* TGT TGC CCG TTT GTC
CTC TA 3') dan S2-2 (5 GGC ACT AGT
AAA CTG AGC CA 3) untuk regio gen S
dan pasangan primer T-715 (5° CTG TGC
CTT CTC ATC TGC CG 3°) dan PC2 (5’
AAA GAA GTC AGA AGG CAA AAA AGA
3°) untuk regio BCP dan precore.

Proses PCR menggunakan mesin
PCR Thermal Cycler ABI 9700 [ABI System,
USA], dengan volume 25 plL yang
mengandung Tris-HCI 20 mM pH 8,4, KCl 50
mM, MgCl 1,5 mM, dNTP 200 pM, primer
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sense dan antisense masing-masing 400 nM, |
unit  Tag platinem  polymerase DNA
[Invitrogen, USA] dan hasil ckstraksi DNA
sebanyak 2,5 yL. Reaksi dijalankan pada suhu
denaturasi 94°C selama 30 detik, suhu
annealing 50°C selama 30 detik dan suhu
elongasi 72°C selama 1 menit sebanyak 35
siklus. Pada awal reaksi dilakukan pre-
denaturasi pada suhu 94°C selama 5 menit dan
pada akhir reaksi dilakukan elongasi akhir
pada suhu 72°C selama 5 menit.

Untuk mengetahui hasil amplifikasi
dengan teknik PCR, dilakukan proses
elektroforesis terhadap produk PCR pada gel
agarosa dengan pewarnaan ethidium bromide
dan dilihat di bawah sinar ultraviolet. Produk
PCR dimurnikan untuk selanjutnya dilakukan
proses sekuensing menggunakan BigDye®
terminator v3.1 [Applied Biosystems, USA]
dan dijalankan pada DNA sequencer ABI
3130x1 [ABI, USA] yang berbasis kapiler.
Editing dilakukan menggunakan perangkat
lunak BioEdit versi 7.0.5 dan FinchTV versi
1.4.0.

Untuk mengetahui  apakah subjek
membawa mufasi pada regio BCP dan
precore, sekuens DNA regio BCP dan precore
disejajarkan dengan sekuens DNA dari VHB
normal yang diunduh dari GenBank [Acc.no.
M54923.1] sebagai referensi.

Untuk menentukan genotipe VHB,
sekuens VHB regio S disejajarkan dengan 70
sekuens lain yang sudah diketahui genotipenya
terdiri dari genotipe A-H. Selanjutnya
dilakukan konstruksi pohon filogenetik

menggunakan perangkat lunak molecular
evolutionary genctic analysis (MEGA) versi
4.0 untuk mendapatkan kekerabatan dari
masing-masing VHB berdasarkan kedekatan
sekuens DNA,

Untuk menentukan subtipe VHB,
sekuens DNA regio S diterjemahkan ke dalam
bahasa protein yang berupa urutan asam
amino.  Penentuan  subtipe  dilakukan
berdasarkan jenis asam amino ke 122 dan 160

protein S.

Hasil Penelitian
Jumlah subjek yang dipakai dalam

penelitian ini ditentukan secara arbitrary, di
mana semua subjek yang terkumpul dan
memenuhi syarat inklusi digunakan dalam
penelitian ini.

Subjek yang digunakan dalam
penelitian ini berjumlah 140 subjek dengan
status HBsAg positif lebih dari enam bulan
dan belum mendapatkan pengobatan antiviral.
Subjek dengan jenis kelamin laki-laki
sebanyak 84 subjek dan 56 subjek lainnya
berjenis kelamin perempuan. Dari 140
subjek,139  subjek  berhasil  dilakukan
pemeriksaan status HBeAg, kadar DNA virus,
dan kadar ALT. Berdasarkan status HBeAg,
titer DNA virus dan kadar ALT, subjek
tersebut dikelompokkan menjadi 37 subjek
fase IT, 23 subjek fase IC, 29 subjek fase LR
dan 50 subjek fase ENH, sementara satu
subjek tidak dapat ditentukan. Perhitongan
statistik dilakukan menggunakan perangkat
lunak SPSS versi 16.0.
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Tabel 1. Distribusi usia, jenis kelamin, kadar ALT dan kadar DNA
VHB pada keempat fase infeksi hepatitis B kronis.

Fasc
IT IC LR ENH p
n 37 23 29 50
Usia(median,min;max) 3921;80) 37 (14:69) 47 (25;69) 47,5 (26;74) 0,019
tahun
Pria:Wanita 19:18 14:9 18:11 40:10 0,04

ALT(median,min;max)  31(13;59)  155(72;1320) 33 (19:55)  87,5(31;1365)  <0,00]
UL)
Kadar DNA VHB 2,91%1,9 5,142,2 1,811, 4,72¢1,4 <0,001

{median, TU/mL)

Tabel 2. Prevalensi mutasi, genotipe dan subtipe pada keempat fase infeksi hepatitis

B kronis
Fase
IT IC LR ENH P
(n=37) (n=23) (n=29) {n=50)
Mutan 13,3% (o=15) 357% (n=14) 30% (n=20) 27,9% (n=43) 0,56
1762T/1764A
Mutan 1896A 0% {(n=16) 13,3% (n=15)  50% (n=20) 36,6% (n=41) 0,003
Genotipe
B 76,9% (n=26) 55% (n=20) 85.7% (n=21) 82,1% (n=28) 0.091
C 23,1%{n=26)  45%(n=20)  14,3% (n=21} 17,9% (n—28)
Subtipe
adw 76,9% (n=26) 55,5% (n=18) 83,3% (n=18) 81,5% (n=27)
ayw 3,8% (n=26) 0% (n=18) 55% (n=18) 3,7% (n=27) 0,231
adr 19,2% (n=26) 44,4%(n=18) 11,1% (p=18) 14,8% (n=27)
Dari 139 subjek yang dapat B kronis, hanya 92 subjek berhasil diperiksa
dikelompokkan ke dalam fase infeksi hepatitis mutasi baik pada precore dan BCP. Sembilan
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puluh lima subjek berhasil ditentukan
genotipe-nya dan hanya 89 subjek yang
berhasil ditentukan subtipe-nya.

Rentang usia subjck pada penelitian
ini adalah 14 hingga 80 tahun dengan usia
rata-tata 43,41 tahun. Distribusi usia, jenis
kelamin, kadar ALT dan kadar DNA VHB
disajikan pada tabel 1, sementara prevalensi
mutasi BCP dan precore, genotipe dan subtipe
VHB dapat dilihat pada tabel 2.

Jenis kelamin subjek yang dapat
dikelompokkan fase infeksi hepatitis B kronis
pada penelitian ini terdiri dari 84 pria dan 55.
wanita, Perbandingan jenis kelamin pada
masing-masing fase, dominasi pria paling
tinggi pada fase ENH dan paling rendah pada
fase IT (p=0,04).

Mutasi  A1762T/G1764A  dapat
ditemukan pada semua fase infeksi hepatitis B
kronis, dan tidak ada perbedaan signifikan
prevalensi mutasi tersebut pada tnasing-
masing fase, sementara mutasi G1896A paling
banyak ditemukan pada kelompok subjek fase
LR (50%,p=0,003) ditkuti fase ENH.
Prevalensi mutasi G1896A pada fase IC dan
ENH masing-masing adalah 13,3 % dan 36,6
%, sementara pada fase IT tidak diternukan
adanya mutasi tersebut.

Pada penelitian ini hanya genotipe B
dan C yang ditemukan, dengan genotipe B
sebanyak 72 subjek dan genotipe C sebanyak
23 subjek. Tidak ditemukan adanya perbedaan
bermakna sebaran genotipe VHB pada
masing-masing fase hepatitis B kronis
(p=0,091).

Perbandingan genotipe B dan C pada
fase hepatitis B kronis adalah 20:6, 119, 18:3
dan 23:5 masing-masing untuk fase IT, IC, LR
dan ENH. Sementara jtu, genotipe B pada
HBeAg positif adalah 32,6 % dan pada
HBeAg negatif hanya 16,3%, yang artinya
bahwa dari 23 subjek genotipe C yang
ditemukan pada penelitian ini, 65,2 %
mempunyai status HBeAg positif dan sisanya
34,8 % mempunyai status HBeAg negatif.

Pada penelitian ini, median kadar
virus ditemukan paling tinggi pada fase IC
(5.14 log,p IU/ml.), sementara paling rendah
ditemukan pada fase LR (1,31 logy, 1U/mi.)
(p<0,001). Tidak ada korelasi mutasi
Al1762T/G1764A dengan jenis kelamin
(p=0,499 dan p=0,454), dengan usia (p=0,164
dan p=0,757) dan kadar DNA VHB (p=0.922
dan p=0,846).

Tidak ada korelasi antara mutasi
Al1762T/G1764A  dengan  kadar ALT
(p=0,692), sementara kadar ALT lebih tinggi
pada subjek yang membawa VHB dengan
muian 1896A pada regio precore (p=0,023).

Mutasi ganda 1762 A>T/1764 G=A
lebih banyak ditemukan pada subjek dengan
genotipe C dibandingkan dengan genotip B
(p=0,043) dan lebih banyak pada subtipe adr
(p=0,03)

Tidak ada korelasi mutasi GI1896A
pada regio precore dengan genotipe maupun
(p=0,161) maupun dengan subtipe (p=0,259).

Tidak ada perbedaan prevalensi
mutasi A1762T/G1764A pada HBeAg positif
dan negatif (p=0,520). Mutasi GI896A lebih
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sering ditemukan pada isolat dengan status
HBeAg negatif (p=0,001).

Diskusi

Indonesia dengan prevalensi hepatitis
B tinggi, penularan virus lebih banyak terjadi
pada usia kurang dari 2 tahun, dengan risiko
berkembang menjadi hepatitis B kronis.

Perkembangan infeksi VHRB
bergantung pada interaksi virus dan inang,
Infeksi yang terjadi pada masa bayi di mana
imunitas belum berkembang dengan baik,
sistem imun inang masih bersifat toleran
terhadap antigen virus yang masuk dan disebut
sebagai fase IT dengan HBeAg positif. Dalam
replikasinya VHB tidak bersifat sitotoksik,
tanpa adanya respon imun dari inang maka
infeksi VHB tidak menampakkan gejala. Fase
IT dapat berlangsung hingga 30 tahun
tergantung usia saat infeksi VHB pertama
terjadi. Fase ini berkembang menjadi fase IC
sejalan dengan timbulnya respon imun
terhadap sel hepatosit yang terinfeksi VHB.
Proses eliminasi VHB dari sel hepatosit
menyebabkan terjadinya kerusakan organ hati
yang ditandai dengan kenaikan kadar ALT.”

Infeksi VHB vang terjadi pada usia
dewasa biasanya segera memasuki fase 1C
dengan kadar ALT tinggi, kadar DNA VHB
hingga 20.000 1U/mL dan HBeAg positif.
Hasil yang penting dari fase IC adalah
serokonversi dari HBeAg positif menjadi anti-
HBe positif, yang biasanya diikuti dengan
penurunan kadar DNA VHB. Ini merupakan
masa transisi menuju fase LR yang ditandai
dengan HBeAg negatif, kadar DNA VHB

rendah atau tidak terdeteksi dan diikuti kadar
ALT normal.”

Scbagaimana disebutkan pada bab
sebelumnya bahwa cccDNA sebagai cetakan
pada pembentukan virus baru tetap berada
dalam inti sel hepatosit, reaktivasi replikasi
VHB dapat terjadi secara spontan. Reaktivasi
ini dapat merupakan reaktivasi virus yang
wildtype  (tipe liar) yang mengakibatkan
HBeAg kembali positif. Tetapi vang sering
terjadi adalah bahwa yang mengalami
reaktivasi merupakan varian VHB pembawa
mutasi yang menyebabkan ekspresi HBeAg
terhenti. Varian ini memiliki kompetensi
replikasi lebih baik dibandingkan varian
normal.”

Pada penelitian ini diternukan bahwa
usia subjek pada kelompok fase LR dan ENH
lebih tua dibandingkan pada kelompok fase IT
dan IC. Hasil ini mendukung laporan Tong
bahwa sebaran usia paling muda pada fase IT,
sedangkan paling tua pada kelompok HBeAg
negatif, pada penelitian ini fase LR dan
ENH.2 Perbedaan usia tersebut
menggambarkan perjalanan infeksi hepatitis B
kronis dari HBeAg positif menuju HBeAg
negatif. Selain itu, dapat diindikasikan juga
bahwa semakin bertambahnya usia, maka
petjalanan infeksi hepatitis B kronis semakin
menuju fase lanjut. Namun demikian adanya
perbedasn tingkat imun inang dan adanya
varian VHB, wakiu yang ditempuh oleh fase-
fase pada hepatitis B kronis pada masing-
masing individu tidak sama. Dan juga tidak
semua individu mengalami semua fase

tersebut. Hal ini terlihat pada tabel 1 4i mana
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ditemukan subjek dengan usia muda dan dan
usia tua pada semua fase.

Pada penelitian ini jenis kelamin pria
lebih dominan pada fase ENH, yaitu mencapai
(80%, p=0,04). Apakah dari hasil ini dapat
disimpulkan bahwa infeksi hepatitis B kronis
pada pria mempunyai risike lebih besar untuk
berkembang menuju fase ENH dengan risiko
terjadinya sirosis dan kanker hati, tentu masih
memerlukan  pembuktian  lebih  lanjut.
Meskipun  pada  laporan  sebelumnya
menyatakan bahwa jenis kelamin pria
mempunyai ristko lebih besar terjadinya
sirosis.”?

Kadar DNA VHB ditemukan paling
tinggi pada fase IC diikuti fase ENH, fase IT
dan fase LR. Hasil ini tidak sesuai dengan
laporan Tong yang mengatakan bahwa kadar
DNA VHB paling tinggi ditemukan pada fase
IT, meskipun dalam laporannya tersebut
menyatakan bahwa fase 1C masih ditandai
dengan kadar DNA VHB yang masih tinggi.”
Perbedaan tersebut kemungkinan karena
dalam pengelompkkan fase dalam penelitian
ini salah satunya berdasarkan pada kadar ALT
sebagai indikator keradangan hati. Karena
kadar ALT  bersifat  fluktuatif, jadi
kemungkinan pada saat terjadi kenaikan kadar
ALT, kadar VHB masih tinggi.

Mutasi yang mempengaruhi ekspresi
HBeAg adalah mutasi ganda A1762T/G1764A
pada regio BCP yang menurunkan laju
ekspresi dan mutasi GI896A pada koden 28
regio precore yang menghentikan ekspresi
protein prekursor HBeAg Pada penelitian ini

tidak ada perbedaan yang bermakna mutasi

ganda A1762T/G1764A pada masing-masing
fase. Hasil ini mengindikasikan bahwa mutasi
Al1762T/G1764A pada patogenesis hepatitis B
kronis  bersifat independent dan tidak
tergantung pada perjalanan infeksi, Mutasi
G1896A lebih banyak terjadi pada fase LR dan
ENH yang mempunyai status HBeAg negatif.
Hasil ini mengindikasikan bahwa terjadinya
serokonversi HBeAg dipengaruhi oleh mutasi
G1896A dan tidak dipengaruhi oleh mutasi
ganda A1762T/G1764A sama seperti dugaan
pada laporan sebelumnya.”

Dua subjek pada penelitian ini
dengan status HBeAg positif membawa mutasi
G1896A yang mestinya mutasi tersebut
produksi HBeAg.

Kemungkinan pada subjek tersebut ierdapat

menghentikan

lebih dari satu varian VHB (quasispecies), di
mana virus didominasi oleh varian yang
membawa mutasi G1896A tetapi ada sebagian
kecil VHB yang normal dan mempreduksi
HBeAg dalam replikasinya, Kelemahan dari
teknik sekuensing yang digunakan pada
penelitian ini adalah bila ada variasi
nukleotida yang dibawa oleh sebagian kecil
populasi, akan tersamar oleh variasi yang
mendominasi pada populasi tersebut. Mutasi
G1896A pada subjek dengan HBeAg positif
juga pernah dilaporkan pada penelitian
sebelumnya yang menggunakan teknik
sekuensing,’ dan  teknik  hibridisasi.”
Kemungkinan lain adalah pada subjek tersebut
sesudah terjadinya mutasi, HBeAg yang
merupakan hasil dari replikasi sebelumnya

masih beredar dalam aliran darah sehingga
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masih terdeteksi meskipun produksinya sudah
terhenti.

Mutasi ganda A1762T/G1764A lebih
banyak ditemukan pada subjek dengan
genotipe C dibandingkan dengan genotip B.
Dari hasil ini kemungkinan pada genotipe C
lebih  besar risiko terjadinya  mutasi
Al762T/G1764A pada regio BCP
dibandingkan pada genotipe B. Dalam
hubungannya dengan subtipe VHB, mwutasi
A1762T/G1764A ditemukan lebih banyak
pada subtipe adr dibandingkan adw dan ayw.
Hal ini sesuai dengan kenyataan bahwa
subtipe adr biasanya masuk ke dalam genotipe
C, sehingga mutasi yang berkorelasi positif
dengan genotipe C juga berkorelasi positif
dengan subtipe adr.

Pada penelitian sebelumnya
disebutkan bahwa miutasi ganda
Al1762T/G1764A dan genotipe C mempunyai
risiko lebih besar untuk terjadinya kerusakan
hati lebih lanjut.'' Belum diketahui secara
pasti apakah mutasi ganda Al1762T/G1764A
dan penotipe C merupakan faktor yang
berkaitan atau tidak dalam hubungannya
dengan risiko tersebut. Chen et al melakukan
penelitian di Taiwan dan melaporkan bahwa
frekuensi mutasi ganda A1762T/G1764A
meningkat pada pasien dengan penyakit hati
lanjut baik pada genotip B maupun genotipe
C-I-t

Tidak ada perbedaan bermakna antara
kadar DNA virus pada subjek yang membawa
mutasi ganda A1762T/G1764A maupun yang
membawa mutasi GI896A dengan yang

wildtype. Hasil ini mengindikasikan bahwa

mutasi tersebut tidak faju transkripsi mRNA
pregenom yang akhimya juga tidak
mempengaruhi Jaju replikasi virus. Meskipun
mutasi ganda Al1762T/G1764A bersama
mudasi lain meningkatkan laju replikasi VHB,
Jammeh at al membuktikan bahwa secara in
vitro mutasi ganda Al762T/GI764A dan
mutasi GI1896A tidak mempengaruhi laju
replikasi virus.”

Pada laporan sebelumnya disebutkan
bahwa  genotipe VHB  mempengaruhi
serokonversi HBeAg. Genotipe C memerfukan
waktu lebih lama untuk mencapai serokonversi
HBeAg dibandingkan dengan genotipe B.'
Pada penelitian ini genotipe C lebih banyak
ditemukan pada subjek kelompok HBeAg
positif (65,2%) dibandingkan pada kelompok
HBeAg negatif (34,8%), sedangkan genotipe
B lebih banyak ditemukan pada subjek
kelompok HBeAg negatif  (56,9%)
dibandingkan pada kelompok HBeAg positif
(43,1%). Ini berarti pada penelitian ini subjek
yang telah mengalami serokonversi HBeAg
lebih banyak genotipe B  dibandingkan
genotipe C. Meskipun tidak mencapai batas
kemaknaan (p=0,053), hasi] ini mendukung
bahwa genotipe C memerlukan waktu lebih
lama untuk mencapai serokonversi HBeAg.

Pada genom VHB genotipe B dan C,
titik 1858 didominasi oleh nukieotida T yang
merupakan tipe mutan. Seperti disebutkan
sebelumnya pada struktur sekunder mRNA
pregenom pada regio epsilon {g) titik 1896
berpasangan dengan titik 1858. Oleh karena
itu, kestabilan mutasi yang terjadi pada titik

1896 sangat dipengaruhi jenis nuklectida pada
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titik 1858. Hu artinya mutasi G1896A menjadi
lebih stabil manakala titik 1858 ditempati oleh
nukleotida T. Peranan nukleotida 1858 pada
mutasi G1896A dibuktikan oleh Wintermever
et al yang melaporkan bahwa mutasi tersebut
terjadi pada kelompok genotipe D yang
membawa nuokleotida T pada titik 1858 dan
tidak terjadi pada kelompok genotipe A yang
membawa nukleotida C.*’ Data mengenai
mutasi C1858T yang kami dapat dari
penelitian lain di group kami membuktikan
bahwa dengan nukleotida T pada titik 1858,
prevalensi mutasi G1896A janh Iebih tinggi
(26,6%) dibandingkan dengan pada genotipe
A yang hanya 0% pada pasien kaukasia® dan
3% genotipe A dari pasien Amerika.”® Isolat
yang dengan mutasi pada regio precore 1896A
pada penelitian ini ternyata hampir semua
membawa nukleotida T pada posisi 1858.
Hasil ini mengindikasikan bahwa mutasi
G1896A Dberkorelasi kuat dengan jenis
nukleotida pada posisi 1858.

Dari hasil penelitian ini, dapat
diketahui bahwa setelah
serokonversi HBeAg, tidak selelu berarni

terjadinya

bahwa replikasi VHB telah menurun atau
terhenti. Lebih dari 50% dari subjek yang
dipakai dalam penelitian ini mengalami
reaktivasi dengan status HBeAg negatifl
Temuan ini membuktikan bahwa HBeAg
sebagai indikator replikasi tidak selalu benar.
Mutasi yang berkorelasi kuat dengan
status HBeAg negatif adalah mutasi GI1896A
pada regio precore, sementara mutasi
A1762T/G1764A tidak berkorelasi dengan
status HBeAg. Pada tata laksana hepatitis B

kronis, pemeriksaan mulasi G1896A dapat
menambah pertimbangan karena pada tipe
mutasi tersebut kemungkinan mempengaruhi
serakonversi HBeAg.

Pengelompokan  fase  perjalanan
infeksi kronis hepatitis berdasarkan kadar ALT
sebagai indikator keradangan hati akan kurang
kuat jika hanya sekali dilakukan pemeriksaan
kadar ALT. Hasil ini akan lebih baik jika
dilakukan beberapa kali karena kadar ALT ini
bersifat fluktuatif atau didukung dengan hasil
biopsi.
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