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ABSTRAK
Latar Belakang: Hipertensi menyebabkan 7,5 juta kematian per tahun dan menyumbang sekitar 12,8% dari total
seluruh kematian di dunia. Salah satu patogenesis dari penyakit ini adalah gangguan regulasi sistem renin-
angiotensin-aldosteron (RAAS) yang diduga diperantarai salah satunya oleh polimorfisme M235T di daerah
promoter gen angiotensinogen (AGT). Beberapa penelitian juga menunjukkan bahwa peningkatan tekanan darah
dapat terjadi melalui mekanisme inflamasi yang menyebabkan ketidakseimbangan vasokonstriktor dan vasodilator,
trombogenesis, dan aktivasi trombosit. Tujuan: Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan polimorfisme
M235T gen AGT dengan inflamasi pembuluh darah pada pasien hipertensi esensial. Metode: Penelitian
observasional analitik dengan desain potong lintang yang dilakukan di Puskesmas Plumbon dan melibatkan 50
orang. Data diperoleh dengan cara pemeriksaan menggunakan PCR-RFLP dan pemeriksaan hitung darah lengkap.
Analisis data dilakukan dengan metode koefisien kontingensi dan perhitungan rasio prevalensi. Hasil: Mayoritas
subjek penelitian ini memiliki polimorfisme M235T (94%) dan mengalami inflamasi pembuluh darah (66%). Hasil
analisis menunjukkan bahwa secara statistik hubungan antara polimorfisme M235T gen AGT dengan inflamasi
pembuluh darah tidak bermakna (p = 0,218), tetapi hasil perhitungan rasio prevalensi menunjukkan penderita
hipertensi esensial dengan polimorfisme M235T gen AGT berisiko untuk mengalami inflamasi pembuluh darah. (PR
= 2,06). Kesimpulan: Tidak didapatkan hasil yang bermakna pada hubungan polimorfisme M235T gen AGT
dengan inflamasi pembuluh darah pada pasien hipertensi esensial.

Kata Kunci: polimorfisme M235T gen AGT; inflamasi vaskular; PLR, hipertensi.

ABSTRACT

Background: Hypertension causes 7.5 million deaths per year and accounts for around 12.8% of all world deaths.
One of the pathogenesis of this disease is the disruption of the regulation of the renin-angiotensin-aldosterone
system (RAAS) which is thought to be mediated one of them by the M235T polymorphism in the angiotensinogen
gene promoter (AGT) region. Some studies also show that increased blood pressure can occur through
inflammatory mechanisms that cause vasoconstrictor and vasodilator imbalances, thrombogenesis, and platelet
activation. Aim: This study aims to determine the relationship of M235T polymorphism of AGT gene with vascular
inflammation in patients with essential hypertension. Methods: An analytic observational study with cross sectional
design conducted at Puskesmas Plumbon and involved 50 people. Data obtained by PCR-RFLP and complete blood
count. Data analysis was performed using the contingency coefficient method and prevalence ratio calculations.
Results: The majority of study subjects had M235T polymorphisms (94%) and had vascular inflammation (66%).
The analysis showed that statistically, the relationship between M235T polymorphism of AGT gene with vascular
inflammation was not significant (p = 0.218) but the prevalence ratio showed that patients with essential
hypertension with M235T polymorphism of AGT gene have a risk of vascular inflammation (PR = 2,06).
Conclusion: There is no relationship between M235T polymorphism of AGT gene with vascular inflammation.

Keywords: M235T polymorphism of AGT gene; vascular inflammation; PLR; hypertension.


mailto:aprilianinurps@gmail.com

W4 Tunas Med J Ked & Kes, 2022;8(2):

Latar Belakang

Hipertensi merupakan salah satu penyakit
tidak menular dengan prevalensi yang cukup tinggi di
dunia. Menurut WHO, hipertensi menyebabkan 7,5
juta kematian per tahun dan menyumbang sekitar
12,8% dari total seluruh kematian di dunia dan
diperkirakan akan memengaruhi 29% orang dewasa
pada tahun 2025.*? Berdasarkan data Riskesdas 2018,
prevalensi hipertensi pada usia lebih dari 18 tahun di
Indonesia naik 8,3% dari tahun 2013 yaitu 25,8%
menjadi  34,1% dengan Jawa Barat berada di
peringkat kedua setelah Kalimantan Selatan.® Pada
tahun 2016, ditemukan 790.382 orang Kkasus
hipertensi dengan jumlah kasus yang diperiksa di
Jawa Barat yaitu sebanyak 8.029.245 orang.
Penemuan kasus tertinggi di Cirebon yaitu sebanyak
17,18 % dan terendah di Kabupaten Pangandaran
yaitu sebanyak 0,05%.*

Hipertensi esensial merupakan penyakit yang
bukan hanya disebabkan oleh satu macam
mekanisme, akan tetapi bersifat multi-faktor, yang
timbul akibat dari interaksi dari berbagai macam
faktor risiko. Berbagai faktor dan mekanisme tersebut
yaitu faktor genetik dan lingkungan, mekanisme
neural, renal, hormonal, dan vaskular.®

Sistem renin-angiotensin-aldosteron (RAAS)
merupakan salah satu regulator utama tekanan darah
dan berperan penting dalam patogenesis hipertensi
esensial. Beberapa penelitian telah menunjukkan
bahwa variasi genetik gen penyandi RAAS memiliki
hubungan kuat dengan hipertensi esensial. Salah satu
gen yang diduga kuat dengan hipertensi esensial
adalah gen angiotensinogen (AGT).8”

Angiotensinogen  adalah  protein  yang
dikeluarkan oleh hati dan ditemukan dalam fraksi a.2-
globulin plasma. Enzim renin memotong AGT yang
membentuk angiotensin | dan ACE atau kinase Il
sebagai dipeptidyl carboxypeptidase yang dikodekan
oleh gen ACE menghasilkan hormon aktif
angiotensin 1l yang menyebabkan vasokonstriksi.’
Polimorfisme di daerah promoter gen
angiotensinogen (AGT) dapat mempengaruhi
transkripsi AGT sehingga dapat meningkatkan
tekanan darah.®

Terdapat korelasi yang signifikan antara
polimorfisme M235T gen AGT dengan konsentrasi
angiotensinogen plasma dan tekanan darah. Beberapa
studi mengatakan bahwa kadar angiotensinogen
plasma pada usia dewasa muda yang memiliki orang
tua dengan riwayat hipertensi lebih tinggi
dibandingkan dengan orang yang tidak memiliki
riwayat  hipertensi. 5°

Beberapa penelitian menyebutkan terdapat
hubungan antara inflamasi dan peningkatan tekanan
darah. Peningkatan tekanan darah ini dapat terjadi
melalui mekanisme ketidakseimbangan

vasokonstriktor dan vasodilator, trombogenesis dan
aktivasi platelet, serta efek langsung dari mediator
inflamasi.'® Penelitian lain mengatakan hipertensi
berkontribusi  terhadap disfungsi endotel dan
inflamasi pada dinding pembuluh darah, dan
meningkatkan oksidasi lipoprotein, proliferasi sel otot
polos, deposisi matriks ekstraseluler, adhesi sel, dan
pembentukan trombus. Dengan demikian, disfungsi
endotel mungkin terlibat dalam inisiasi inflamasi
vaskular, pengembangan remodeling vaskular, yang
merupakan awal dari perkembangan aterosklerosis,
dan secara independen terkait dengan peningkatan
risiko kardiovaskular.!’ Namun, masih tidak jelas
apakah inflamasi merupakan penyebab atau efek dari
hipertensi.*? Studi terbaru telah mengatakan bahwa
AGT terlibat dengan mekanisme peradangan dan
penghambatan in vitro dari proliferasi sel endotel,
migrasi sel dan angiogenesis.*®* Oleh sebab itu,
penelitian ini bertujuan untuk melihat hubungan
polimorfisme M235T gen AGT dengan inflamasi
vaskular pada pasien hipertensi esensial di Indonesia
khususnya Cirebon.

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian
observasional analitik dengan desain penelitian cross
sectional. Pengambilan sampel ini dilaksanakan di
Puskesmas Plumbon, sedangkan pemeriksaan darah
dilaksanakan di Laboratorium Klinik Pramita dan
pemeriksaan genetik dilaksakanakan di Laboratorium
Genetik Fakultas Kedokteran Universitas Swadaya
Gunung Jati. Teknik  pengambilan  sampel
menggunakan teknik purposive sampling pada pasien
hipertensi  esensial. Jumlah sampel penelitian
sebanyak 50 orang. Penelitian ini telah disetujui oleh
Komisi Etik Fakuktas Kedokteran Universitas
Swadaya Gunung Jati.

Pemeriksaan Genetik

Proses ekstraksi DNA sampel dilakukan
dengan menggunakan metode spin  column.
Amplifikasi polimorfisme M235T pada gen AGT
dilakukan dengan menggunakan primer
5’CCGTTTGTGC AGGGCCTGGCTCTCT-3
sebagai primer forward dan 5’-
CAGGGTGCTGTCCACACTGGACCCC-3’ sebagai
primer reverse. Reaksi total PCR dilakukan dengan
volume akhir 23pul yang mengandung 5,5 ul ddH»0O,
12,5 pl larutan 2x PCR Master Mix, 1 pl primer
forward, 1 pl primer reverse, dan template DNA
sebanyak 3 pl,. Larutan PCR ini diamplifikasi dengan
menggunakan program thermal cycler dengan initial
denaturation pada 95°C selama 5 menit diikuti
dengan 35 siklus denaturation pada 95°C selama 60
detik, annealing pada 68°C selama 60 detik dan
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extension pada 72°C selama 60 detik. Final extension
dilakukan pada 72°C selama 10 menit. Proses ini
akan menghasilkan 165-bp.

Amplikon dipotong dengan menggunakan
enzim restriksi Thermus thermophillus strain 111
(Tth111l) vyang akan memotong di 5-
GACN|NNGTC-3' dan 3'-CTGNNTNCAG-5' pada
suhu 68°C selama 15 menit. Hasil restriksi akan
divisualisasi dengan elektroforesis pada gel agarose
1,5% dengan 1pg/ml gel red. Proses elektroforesis
dilaksankan dalam waktu 90 menit dengan tegangan
listrik 80V. Gel hasil elektroforesis kemudian dibaca
menggunakan UV transillumination.

Hasil yang diharapkan pada wildtype tidak
akan terpotong sedangkan jika terdapat polimorfisme
akan terpotong dengan enzim restriksi, yaitu* :

a. Normal (genotipe MM) : 165 bp
b. Heterozygot (genotipe MT) : 165, 141, 24 bp
c. Homozygot (genotipe TT) : 141, 24 bp

AGT M235T
RFLP

M B 11 1213 14 1516 17 18 19 20

MTTT MT TT MT TTMT MM TT T

Gambar 1. Analisis polimorfisme M235T gen AGT
dengan agarose gel elektroforesis menunjukkan
genotipe MM (165 bp: nomor 18), genotipe MT (165
bp, 141 bp, dan 24 bp (tidak terdeteksi pada gel):
nomor 11, 13, 15, dan 17), dan genotipe TT (141 bp
dan 24 bp: nomor 12, 14, 16, 19, dan 20). M
menunjukkan marker DNA Ladder.

Hasil dan Pembahasan
1. Analisis Univariat

Data penelitian ini  diperoleh  melalui
pemeriksaan langsung pada 50 orang pasien
hipertensi esensial yang memenuhi kriteria inklusi
dan eksklusi. Analisis deskriptif subjek penelitian ini
dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1 menunjukkan rerata usia subjek
penelitian ini adalah 49,06 tahun, awitan hipertensi
rerata adalah 37,86 bulan yang lalu, dan nilai PLR
132,83.

Distribusi frekuensi polimorfisme M235T gen
AGT diperoleh dari hasil PCR-RFLP, dinyatakan
tidak terdapat polimorfisme jika genotipe MM dan
terdapat polimorfisme pada genotipe MT dan TT.
Pada pemeriksaan penanda inflamasi dinyatakan
terdapat inflamasi jika nilai PLR lebih dari 111.
Distribusi frekuensi karakteristik subjek penelitian ini
dapat dilihat pada Tabel 2.

Variabel Rerata Standar Median Min-
Deviasi Maks

Usia 49,06 7,40 48,5 26-60

Awitan 37,86 56,259 12,00 1-204

hipertensi

PLR 132,83 37,87 132,42 54 —209

Tabel 1. Analisis deskriptif subjek penelitian

Variabel Frekuensi %

Polimorfisme M235T

Ada 47 94

Tidak ada 3 6

Inflamasi

Ada 33 66

Tidak ada 17 34
Tabel 2. Distribusi frekuensi polimorfisme dan

inflamasi

Tabel 2 menunjukkan distribusi frekuensi
genotipe untuk polimorfisme M235T gen AGT
diperoleh dari hasil PCR-RFLP, untuk hasil yang
diperoleh yaitu MM wild type (165 bp), MT
heterozigot (165 bp, 141 bp dan 24 bp) dan TT
homozigot mutan (141 bp dan 24 bp). Distribusi
frekuensi genotipe terlihat pada Tabel 5.

Genotipe Frekuensi %
(%)
MM 3 6 %
MT 22 44 %
TT 25 50 %

Tabel 3. Distribusi frekuensi genotype

Data pada tabel 3 menunjukkan distribusi
frekuensi genotipe pemeriksaan polimorfisme M235T
gen AGT terdapat genotipe MM sebanyak 3 orang
(6%), genotipe MT sebanak 23 sapel (44%), dan
genotipe TT sebanyak 25 (50%) sampel.

Distribusi frekuensi alel pada polimorfisme
gen AGT M235T dapat dilihat pada Tabel 4.

Alel Frekuensi %
M 28 28 %
T 72 72 %

Tabel 4. Distribusi frekuensi alel

Tabel 4 meunjukkan distribusi frekuensi alel
M pada polimorfisme M235T gen AGT sebanyak 28
(27%) sedangkan untuk alel T sebanyak 72 (72%).

http://jurnal.ugj.ac.id/index.php/tumed
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Berdasarkan distribusi data frekuensi alel,
didapatkan frekuensi alel pada populasi adalah
sebesar 28 orang (28%) dengan alel M dan subjek
yang memiliki alel T sejumlah 72 orang (72%).

Sehingga didapatkan nilai p yaitu 0,28 dan nilai g
yaitu 0,72. Distribusi Hardy-Weinberg terlihat pada
Tabel 5 dan Gambar 2.

Hardy . .
Weinberg Kalkulasi Populasi
M235T P Q p2 2pq 92 p2 2pq q2
Kasus 0.28 0.72 0.08 0,40 0,52 0.06 0.44 0.50
Tabel 5. Distribusi Hardy Weinberg
060 Tabel 5 menunjukkan nilai antara distribusi
’ 0,52 59 genotype dan distribusi allele untuk polimorfisme
0,50 044 DA M235T gen AGT didapatkan nilai berdasarkan
0,40 kalkulasi p2 sebesar 0.08, 2pqg sebesar 0,40 dan g2
0,40 i I B sebesar 0,52 sedangkan berdasarkan populasi
didapatkan nilai p2 sebesar 0.06, 2pq sebesar 0,44
030 dan g2 sebesar 0,50.
020 Gambar 2 menunjukkan distribusi genotipe
' pada polimorfisme M235T gen AGT ini memenuhi
0,10 Hardy-Weinberg equilibrium.
0,00 2. Analisis Bivariat
2pq q"2 Data polimorfisme M235T dan inflamasi pada
Kalkulasi ® Populasi pembuluh darah dianalisis menggunakan metode
# Ralkufast = Fopulast koefisien kontingensi. Metode ini dipilih karena

Gambar 2. Distribusi Hardy Weinberg pada
polimorfisme M235T gen AGT

variabel penelitian ini merupakan variabel nominal.
Uji hipotesis ini menggunakan aplikasi SPSS versi 22
dan ditunjukkan pada Tabel 6.

Inflamasi Total Nilai p
Ada Tidak ada
Polimorfisme Ada N 32 15 47 0,218
M235T Tidak ada N 1 2 3
Total N 33 17 50

Tabel 6. Hasil analisis koefisien kontingensi

Tabel 8 menunjukkan bahwa tidak terdapat
hubungan antara polimorfisme M235T gen AGT
dengan inflamasi pembuluh darah pada pasien
hipertensi esensial pada usia dewasa muda (p> 0,05).

Rasio prevalensi polimorfisme M235T gen
AGT dihitung dengan rumus sebagai berikut:

Rasio Prevalensi = 2@t
c/(c+d)
= 2,06
Dengan  demikian, seorang  penderita
hipertensi esensial yang memiliki polimorfisme

M235T lebih berisiko sebesar 2,06 kli lipat untuk
mengalami  inflamasi pada pembuluh darah,

dibandingkan yang tidak memiliki polimorfisme
M235T.

Secara statistik, hubungan antara
polimorfisme M235T gen AGT dengan inflamasi
pembuluh  darah  tidak bermakna.  Namun,

berdasarkan hasil perhitungan prevalence ratio
menunjukkan penderita hipertensi esensial dengan
polimorfisme M235T memiliki risiko sebesar 2,06
kali lipat untuk mengalami inflamasi pada pembuluh
darah.

Hubungan antara polimorfisme M235T pada
gen AGT dengan hipertensi telah beberapa kali diteliti
di berbagai populasi dengan hasil yang berbeda-beda.
Pertama, sebuah penelitian di Minnesota, Amerika
Serikat, yang dilakukan oleh Fornage (1995).
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Penelitian kasus kontrol yang melibatkan 134 orang
tersebut  menunjukkan bahwa tidak terdapat
hubungan antara polimorfisme M235T dengan
kejadian  hipertensi  esensial pada  populasi
Kaukasian.® Hasil ini didukung oleh sebuah
penelitian di Perancis yang dilakukan oleh Prat-
Larquermin (2012). Penelitian yang melibatkan 61
orang obesitas tersebut mendapati bahwa tidak
terdapat hubungan antara polimorfisme M235T
dengan kejadian hipertensi esensial pada penderita
obesitas.’® Meskipun penelitian Prat-Larquermin
menggunakan populasi orang Kaukasian, namun
adanya karakteristik obesitas akan menyebabkan
adanya perbedaan hasil dengan dua penelitian
sebelumnya.

Hasil berbeda ditunjukkan oleh sebuah
penelitian di Romania yang dilakukan oleh
Procopciuc (2007). Penelitian dengan desain kasus
kontrol yang melibatkan 38 orang tersebut mendapati
bahwa terdapat hubungan antara polimorfisme
M235T dengan kejadian hipertensi pada populasi
Kaukasian yang tinggal di Romania.l’ Sebuah
penelitian di Taiwan yang dilakukan oleh Fu-Tien
(1997) juga menunjukkan hasil yang berbeda dengan
dua penelitian pertama di atas. Penelitian dengan
desain kasus kontrol yang melibatkan 151 orang
tersebut mendapati bahwa terdapat hubungan antara
polimorfisme M235T dengan kejadian hipertensi
esensial pada populasi Taiwan.®

Perbedaan hasil dari julnal-jurnal sebelumnya
dapat disebabkan karena Minor Allele Frequency

Daftar Pustaka

(MAF) yang berbeda pada tiap ras. Pada penelitian
ini, frekuensi alel M didapatkan sebesar 28%, jika
dibandingkan dengan data MAF dari dbSNP NCBI,
frekuensi alel pada populasi studi ini yaitu 2,8 kali
lebih tinggi dibandingkan dengan populasi Vietnam
(10%), 1,47 kali lebih tinggi dari populasi Korea
(19%), dan 1,4 kali lebih tinggi dari populasi
Singapura (20%).'° Hasil ini dapat menjadi gambaran
di Indonesia mengenai prevalensi polimorfisme
M235T, inflamasi pembuluh darah, serta frekuensi
dari berbagai genotipe dan alel terkait, khususnya
untuk masyarakat di Cirebon, Jawa Barat. Belum
didapatkan  studi yang  menilai  hubungan
polimorfisme M235T dengan inflamasi vaskular.

Simpulan

Mayoritas pasien hipertensi esensial pada
penelitian ini memiliki polimorfisme M235T gen
AGT (94%) dan mengalami inflamasi pembuluh
darah (66%) Frekuensi genotipe MM = 6%, genotipe
MT = 44%, genotipe TT = 50%, dan frekuensi alel M
= 28%, dan alel T = 72%.

Secara statistic, tidak terdapat hubungan
antara polimorfisme M235T gen AGT dengan
inflamasi pembuluh darah pada pasien hipertensi.
Secara Kklinis didapatkan bahwa orang dengan
polimorfisme M235T gen AGT lebih berisiko
mengalami inflamasi pembuluh darah daripada orang
tanpa polimorfisme ini.

http://www.who.int/gho/ncd/risk_factors/blood_pressure
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