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RINGKASAN

HUBUNGAN POLIMORFISME GEN CYP1Al, HORMON STRES
KORTISOL DAN HORMON TESTOSTERON DENGAN AKNE
VULGARIS

Endang Herliyanti Darmani

Akne vulgaris merupakan penyakit kulit kronis yang tersering didapatkan
diberbagai negara termasuk Indonesia dan hampir 85% terjadi pada kelompok
usia 12-25 tahun (Cunliffe., 1998). Insidensi dan keparahan tertinggi pada usia
antara 14-17 tahun pada wanita dan pada usia antara 16-19 tahun pada
pria (William et al, 2012). Akne vulgaris dapat menjadi masalah dalam
pengobatannya karena sering kali resisten terhadap terapi yang ada sehingga
bukan saja penyembuhannya yang sukar dan perjalanan penyakit yang
berkepanjangan tapi juga dapat menimbulkan dampak psikososial yang buruk bagi
penderitanya (Ernawati.,, 2011). Etiopatogenesis akne vulgaris bersifat
multifaktorial, diantaranya adalah faktor genetik, hormonal dan stres.

Gen CYP1AI merupakan salah satu gen yang diduga berhubungan dengan
kejadian akne. Gen ini berperan mengatur fungsi enzim human sitokrom P-450
yang berada di glandula sebasea kulit. Enzim CYPIAl merupakan enzim
sitokrom P-450 yang berperan pada proses metabolisme vitamin A atau retinol.
Retinol dan metabolit retinoid aktifnya penting pada diferensiasi epitel, proliferasi
dan diferensiasi sel. Retinoid juga dapat mempengaruhi proliferasi keratinosit
epidermal dan sebosit (Golnick., 2003). Sampai saat ini sudah teridentifikasi dua
alel yang berhubungan dengan kejadian akne vulgaris yaitu alel m/ dan alel m2.
Beberapa penelitian menunjukkan polimorfisme gen CYP1A1 memberikan faktor
resiko terjadinya akne vulgaris (Paraskevaidis et al., 1998).

Polimorfisme gen CYP1A1l dapat terjadi akibat paparan bahan-bahan
yang berasal dari lingkungan maupun obat-obatan (xenobiotic). Adanya
polimorfisme gen CYPlAl menyebabkan perubahan kapasitas metabolik
vitamin A atau retinol sehingga metabolit alami aktif yang dihasilkan
berubah menjadi metabolit yang inaktif. Akibatnya tegjadinya diferensiasi
sebosit yang abnormal dan hiperkeratinisasi kanalis folikularis sehingga timbul
akne (Paraskevaidis et al., 1998).

Kulit merupakan organ tubuh yang secara terus menerus terpapar oleh
stressor-stressor lingkungan maupun psikologis. Pada saat tubuh terpapar oleh
stressor, sensor stres yang berlokasi di sentral akan melakukan persepsi yang
kemudian diikuti dengan respon HPA aksis sentral. Aksis sentral ini dijalankan
melalui pelepasan CRH yang diproduksi oleh hipotalamus, yang mana CRH ini




kemudian akan menstimuli reseptornya yang berada di pituitari. CRH akan
meningkatkan produksi dan sekresi neuropeptida yang berasal dari bagian anterior
pituitari POMC, aMSH, ACTH dan B endorfin. Selama pelepasannya ke strkulasi
ACTH akan menuju ke glandula adrenal dan mengaktivasi MC2 reseptor yang
kemudian akan menginduksi produksi dan sekresi kortisol. Kortisol ~merupakan
glukokortikoid  yang akan  memicu  sitokin-sitokin  proinflamast
dikulit (Slominski et al., 2000).

Hormon androgen merupakan hormon seks pria yang diduga berhungan
dengan terjadinya akne vulgaris. Pada usia prepubertas hormon androgen
yang diproduksi oleh adrenal muncul sebagai pengaktif glandula
sebasea (Ebling et al.,1998). Pada usia ini konsentrasi DHEA dan DHEAS plasma
secara normal mulai meningkat. Onset ini kemudian akan diikuti dengan
kemunculan androstenedion adrenal, yang mana pada waktu bersamaan tetjadi
peningkatan produksi testosteron dari gonad. Hormon testosteron diperlukan
untuk perkembangan organ seksual sekunder dan sistem reproduksi. Selain gonad,
hormon androgen juga dapat diproduksi dan dimetabolisir di kulit. Testosteron
merupakan hormon androgen paling aktif yang beredar didalam sirkulasi. Unit
pilosebasea merupakan target dari androgen yang bersirkulasi (Depleuski., 2000).
Testosteron akan berikatan dengan reseptor androgen yang berada di lapisan basal
glandula sebasea. Stimulasi yang berlebihan dari testosteron terhadap glandula
sebasea kulit menyebabkan peningkatan produksi sebum di kulit yang akan
memicu terjadinya akne.

Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui hubungan polimorfisme gen
CYP1A1 hormon stress kortisol dan hormon testosteron dengan akne vulgaris dan
untuk mengetahui faktor yang paling dominan berhubungan dengan terjadinya
akne. Peneclitian ini bersifat observasional dengan pengkajian analitik komparatif
dan rancangan studi kasus kontrol (case - control study). Penelitian ini dilakukan
terhadap 70 pria berusia 17-18 tahun yang dibagi menjadi 2 kelompok yaitu 35
orang pasien akne sebagai kelompok kasus dan 35 orang pasien tidak akne
sebagai kelompok kontrol. Pada sampel darah dilakukan pemeriksaan
laboratorium untuk polimorfisme gen CYP1Al melalui analisis DNA dengan
PCR, RFLP dan Sekuensing, untuk kadar kortisol dan kadar testosteron ditakukan
pengukuran konsentrasi serum dengan uji ELISA. Data dianalisis dengan
menggundakan uji Chi-square, Odds Ratio dan Regresi logistik.

Pada penelitian ini ditemukan alel ml gen CYPIAl sebagai restriksi
menjadi tiga fragmen (heferozigot wt/ml) dan sekuens DNA gen CYP1Al sebagai
perubahan transisi Thymine menjadi Cytosine pada tempat pemotongan enzim
restrisksi Mspl pada ujung 3” 130 bp dibawah ekson 7. Didapatkan persentase
polimorfisme gen CYP1Al alel ml 82,90% pada kelompok kasus dan 68,57%
pada kelompok kontrol (OR : 2,21. 95% confidence interval 0,71-6,87, p = 1,94).




Kadar kortisol tinggi didapatkan 54,3% pada kelompok kasus dan 51,4% pada
kelompok kontrol (OR : 1,12 , 95% confidence interval 0,44-2,87 p=0,057).
Pada kelompok kasus lebih banyak ditemukan kadar testosteron rendah yaitu 60%
dan 40% pada kelompok kontrol (OR : 0,44, 95% confidence interval 0,17-1,16
p=2,80). Polimorfisme gen CYP1Al merupakan faktor yang paling dominan
berhubungan dengan terjadinya akne dibandingkan faktor hormon kortisol
maupun faktor hormon testosteron.

Kesimpulan dari penelitian ini adalah :

Tidak ada hubungan signifikan polimorfisme gen CYP1Al dengan
kejadian akne, tetapi terdapat kecenderungan peluang untuk terjadinya akne pada
polimorfisme gen CYP1Al dibandingkan dengan yang tidak polimorfisme gen
CYP1Al

Tidak ada hubungan signifikan kadar hormon kortisol dengan kejadian
akne, tetapi terdapat kecenderungan peluang untuk terjadinya akne pada kadar
kortisol tinggi dibandingkan kadar kortisol rendah.

Tidak terdapat hubungan signifikan kadar hormon testosteron, dengan
terjadinya akne. Tetapi terdapat kecenderungan perlindungan terhadap terjadinya
akne pada kadar testosteron tinggi dibandingkan kadar testosteron rendah.

Faktor polimorfisme gen CYP1Al, merupakan faktor paling dominan
terhadap kejadian akne

Saran dari penelitian ini adalah :

Pada penelitian hubungan polimorfisme gen CYP1Al dengan akne,
diharapkan pada penelitian selanjutnya dikaitkan dengan faktor lingkungan seperti
polutan yang memapar area Pekanbaru.

Pada penelitian hubungan polimorfisme gen CYPIAI dengan akue,
diharapkan pada penelitian selanjutnya dikaitkan dengan faktor herediter.

Sintesa lipid yang meningkat pada glandula sebasea tidak hanya
disebabkan oleh hormon stres tetapi juga dapat dipengaruhi oleh faktor lain,
seperti makanan sehingga disarankan pada penelitian selanjutnya dilakukan juga
pada variabel faktor makanan.
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LINK BETWEEN CYP1A1 GENE POLYMORPHISM,CORTISOL STRESS
HORMONE, AND TESTOSTERONE HORMONE IN ACNE VULGARIS

Endang Herliyanti Darmani

Acne vulgaris refers to the most frequent chronic skin disease in various
countries, including Indonesia and almost 8% cases occur at 12-25 years old
age group (Cunliffe.,1998). The highest incidence and severity was found
between 14-17 years old in female and between 16-19 years old in
male (William et al., 2012). Acne vulgaris can become a problem in its therapy
because patient often resistence with the available therapy. It not only makes the
healing process becomes difficult, but also would cause bad psychosocial impact
for patient prolonged disease period (Ernawati., 2011). The aetiopathogenesis of
acne vulgaris are multifactorial, such as genetic factor, hormone, and stress.

CYP1Al is one of the gene which is considered having correlation with
acne incident. This gene regulates the function of human cytochrome P-450
enzyme in skin sebaceous gland. CYPIAl enzyme is a cytochrome P-450 enzyme
which has a role on vitamin A or retinol metabolism. Retinol and active retinoid
metabolites have important role on epithelial differentiation, proliferation, and
cell differentiation. Retinoid also workson epidermal keratinocytes proliferation
and sebocytes (Golnick., 2003). In this time, there are two alleles related to acne
vulgaris that had been identified. They are ml allele and m2 allele. Several
studies show that CYP1AI gene polymorphism contributes on risk factor of acne
vulgaris incident. (Paraskevaidis et al., 1998).

CYPIA1 gene polymorphism could occur because of the exposure against
materials from environment and drugs (xenobiotic). CYP1AI gene polymorphism
leads vitamin A and retinol metabolic capacity change. It causes active
metabolites to turn to inactive metabolites. As a result, there is an abnormal
sebocyte differentiation, folicular canal hyperkeratinization, and then it arises as
acne (Paraskevaidis et al., 1998).

Skin is an organ which is exposed continuously with enviromental and
psychosocial stressors. When our body exposes fo stressors,stress censor in
central nervous system will interpret it and then will be followed by HPA central
axis response. This central axis is run by CRH releasing produced by
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hypothalamic. CRH will stimulate its receptors in pituitary gland. CRH will
increase production and secretion of neuropeptide from anterior pituitary, such
as POMC, aMSH, ACTH, and B-endorphin. During its releasing to circulation,
ACTH goes to adrenal gland and activate MC2 receptor, and then induces
cortisol production and secretion. Cortisol is a glucocorticoid which will induce
proinflammatory cytokines in skin (Slominski et al., 2000).

Androgen hormone is a male sex hormone related to acne vulgaris
incident. In pre-pubertal age, androgen produced by adrenal gland appears as
sebaceous gland activator (Ebling et al., 1998). At this age, DHEA and DHEAS
level in blood plasma set up normally. This onset will be followed by formation of
adrenal androstenedione, at the same time, testosterone production from gonadal
increased. Testosterone is required for secondary sexual organs development and
reproduction system. Besides gonadal, androgen is also produced and
metabolized in skin. Testosterone is the most active type of androgen hormone in
human  circulation.  Pilosebaceous wunit is circulated androgen’s
target (Depleuski., 2000). Testosterone binds to androgen receptor in basal line
of sebaceous gland. Over stimulation from testosterone against skin sebacesous
glandwill increase sebum production in skin and will lead acne incident.

The aim of this study are to analyze the link between CYPIAI gene
polymorphism, cortisol stress hormone, and testosterone hormone with acne
vulgaris and and also to find the most dominant factor related with acne vulgaris
occurrences. This is an observational study with comparative analysis and case
control group design. This study was held on 70 males among 12-18 years old
divided into 2 groups as 35 acne patients in case group and 35 non-acne patient
in control group. At the blood samples, laboratorium examination for CYPIAI
gene polymorphism was done through DNA analysis with PCR, RFLP, and
sequencing. The examination of cortisol hormone and lestosterone hormone level
in serum was done by ELISA test. The result was examined in semi-quantitative
and analyzed in univariate with Chi-Square test, Odds Ratio, and in multivariate
with logistic regression test.

In this study, we found ml allele of CYP1A1 gene as restriction into three
fragments (heterozygous wit/ml) and CYPIAl gene sequence as thiamine
transition into cytosine on cutting side of Mspl restriction enzyme at the end
of 3'130 bp under exon 7. We found the percentage of ml allele of CYPIAI
gene polymorphism in case group is 82,9% and 6857% in control
group (OR : 2,21. 95% confidence interval 0,71-6,87, p = 1,94). High level of
cortisol hormone was found in case group in the amount of 54,3% and 51,4% in
control group (OR : 1.12, 95% confidence interval 0,44-2,87 p =0,057). In case
group, we found lower testosterone level in amount of 60% and 40% in control
group (OR : 0,44, 95% confidence interval 0,17-1,16 p=2,80). CYPIAl gene




polymorphism is the most dominant factor related with acne incident if compared
to cortisol hormone factor and testosterone hormone factor.

Summaries of this study are:

There is no significant correlation between CYPIAl gene polymorphism
with acne vulgaris incidence, but there is a tendency of acne vulgaris incidence in
people with CYPIAI gene polymorphism than in peaple without with CYP1Al
gene polymorphism.

There is no significant correlation between cortisol level with acne
vulgaris incidence, but there is a tendency of acne vulgaris incidence in high level
cortisol than low level cortisol,

There is no significant correlation between testosterone level with acne
vulgaris incidence, but there is a tendency of protection from acne vulgaris in
high level testosterone then in low level testosterone.

CYP1Al gene polymorphism factor is the most dominant factor related
with acne vulgaris.

Recommendations of this study are:

In study of correlation between CYP1Al gene polymorphism with acne, it
is expected to relate it with environment factors such as exposed pollutan in
Pekanbaru in the next study.

In study of correlation between CYPIAI gene polymorphism with acne, it
is expected 1o relate it with herediter factor in the next study.

Increasing of lipid synthesis in sebaceous gland is not only caused by
stress hormone but also influenced by other factor, such as food. So, that is
suggested to investigate food factor in the next study.
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ABSTRAK

HUBUNGAN POLIMORFISME GEN CYP1A1l, HORMON STRES
KORTISOL DAN HORMON TESTOSTERON DENGAN AKNE
VULGARIS

Endang Herliyanti Darmani

Tujuan : Penelitian ini bertujuan untuk menganalisis adanya hubungan
antara polimorfisme gen CYP1A1l, hormon stres kortisol dan hormon testosteron
antara penderita akne vulgaris dan orang normal, serta untuk mengetahui faktor
yang paling dominan berhubungan dengan terjadinya akne vulgaris.

Metoda : Penelitian ini bersifat observasional dengan analisis komparatif
dan rancangan kasus kontrol yang dilakukan terhadap 70 orang pria
berusia 17-18 tahun yang terdiri dari 35 penderita akne dan 35 kontrol. Dilakukan
pemeriksaan polimofisme gen CYPIAI melalui potongan restriksi fragmen
polimorfisme dengan alat PCR, pemeriksaan kadar hormone kortisol serum dan
kadar hormone testosterone serum dengan uji ELISA. Data dinilai secara semi
kuantitatif dan dianalisis secara univariat dengan uji Chi-Square, Odds Ratio dan
secara multivariate dengan uji regresi logistik.

Hasil : Ditemukan ale/ m! gen CYP1Al sebagai restriksi menjadi tiga

fragmen (heterozigot wt/ml) dan sekuens DNA gen CYP1Al sebagai perubahan
transisi Thymine menjadi Cytosine pada tempat pemotongan enzim restrisksi
Mspl pada ujung 3° 130 bp dibawah ekson 7. Didapatkan persentase polimorfisme
gen CYP1AI1 alel mi 82,90% pada kelompok kasus dan 68,57% pada kelompok
kontrol (OR : 2,21. 95% confidence interval 0,71-6,87, p = 1,94). Kadar kortisol
tinggi didapatkan 54,3% pada kelompok kasus dan 51,4% pada kelompok
kontrol (OR : 1,12 , 95% confidence interval 0,44-2,87 p=0,057). Pada kelompok
kasus lebih banyak ditemukan kadar testosteron rendah yaitu 60% dan 40% pada
kelompok kontrol (OR : 0,44, 95% confidence interval 0,17-1,16 p=2,80).
Polimorfisme gen CYP1Al merupakan faktor yang paling dominan berhubungan
dengan terjadinya akne dibandingkan faktor hormon kortisol maupun faktor
hormon testosterone.
Kesimpulan : Tidak ada hubungan signifikan polimorfisme gen CYP1Al dengan
kejadian akne vulgaris. Polimorfisme gen CYP1A!l meningkatkan resiko untuk
menderita akne vulgaris. Tidak ada hubungan signifikan kadar kortisol dengan
kejadian akne wvulgaris. Kadar kortisol tinggi meningkatkan resiko untuk
menderita akne vulgaris. Tidak ada hubungan signifikan kadar testosteron dengan
kejadian akne wulgaris. Kadar testosteron tinggi memberikan perlindungan
terthadap terjadinya akne. Polimorfisme gen CYP1Al merupakan faktor yang
paling dominan berhubungan dengan terjadinya akne vulgaris.

- . Kata kunci: akne vulgaris, Polimorfisme gen CYP1Al, kortisol, testosteron
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ABSTRACT

LINK BETWEEN CYPIAl GENE POLYMORPHISM,CORTISOL STRESS
HORMONE, AND TESTOSTERONE HORMONE IN ACNE VULGARIS

Endang Herliyanti Darmani

Aim : The aims of this study are to analyze the link among CYPIAI gene
polymorphism, cortisol stress hormone, and testosterone hormone in patient with
acne vulgaris and in normal people, and also to find out the most dominant factor
related to acne vulgaris incident.

Method : This is an observational study with comparative analysis and
case control group design on 70 males among 12-18 years old. It consists of 35
patients with acne vulgaris and 35 controls. CYPIAI gene polymorphism
examination was done through polymorphism fragment restriction piece from
PCR. The examination of cortisol hormone and testosterone hormone level in
serum was done by ELISA test. The result was examined in semi-quantitative and
analyzed in univariate with Chi-Square test, in Odds Ratio, and in multivariate
with logistic regression test.

Result : In this study, we found ml allele of CYPIAI gene as restriction
into three fragments (heterozygous wi/ml) and CYPIAl gene sequence as
thiamine transition into cytosine on cutting side of Mspl restriction enzyme at the
end of 3'130 bp under exon 7. We found the percentage of mi1 allele of CYPIAI
gene polymorphism in case group is 82,90% and 68,57% in control
group (OR : 2,21. 95% confidence interval 0,71-6,87, p = 1,94). High level of
cortisol hormone was found in case group in the amount of 54,3% and 51,4% in
control group (OR : 1.12, 95% confidence interval 0,44-2,87 p =0,057). In case
group, we found lower testosterone level in the amount of 60% and 40% in
control group (OR : 0,44, 95% confidence interval 0,17-1,16 p=2,80). CYPIAl
gene polymorphism is the most dominant factor related to acne incident if it
compared to cortisol hormone factor and testosterone hormone factor.
Conclusion : There is no significant correlation between CYPIAl gene
polymorphism with acne vulgaris incidence. Polymorphism of CYPIAI gene
increases susceptibility of acne vulgaris. There is no significant correlation
between cortisol level with acne vulgaris incidence. High level of cortisol
increases risk to get acne vulgaris. There is no significant correlation between
testosterone level with acne vulgaris incidence. High level of testosterone protects
people from acne vulgaris. CYPIAI gene polymorphism is the most dominant
Jactor related to acne incident.

Keywords : acne vulgaris, CYPIAl gene polymorphism, cortisol,
testosterone.
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Akne vulgaris (AV) merupakan penyakit kulit kronis yang sering terjadi di
masyarakat. Akne vulgaris dapat menjadi masalah dalam pengobatannya karena
seringkali resisten terhadap terapi yang ada sehingga bukan saja penyembuhannya
yang sukar dan perjalanan penyakit yang berkepanjangan (persisten) tapi juga
dapat menimbulkan dampak psikososial yang buruk pada penderitanya
(Emawati., 2011).

Penelitian mengenai pengaruh penyakit terhadap kualitas hidup (Quality of
Life /QoL) menunjukkan tingginya angka kasus bunuh diri atau pemikiran bunuh
diri pada penyakit kulit kronis, salah satunya adalah AV (Legiawati., 2011).
Laporan penelitian QoL mendapatkan 16 kasus bunuh diri pada penderita penyakit
kulit dan 7 diantaranya adalah penderita AV (Cotteril et al., 1997). Sedangkan
Gupta et al (1997) mendapatkan 480 penderita penyakit kulit mempunyai
pemikiran bunuh diri, dimana 5,6 % merupakan penderita AV.

Berdasarkan patogenesis, AV merupakan penyakit yang hanya mengenai
Jolikel pilosebasea (Odom., 2000), sehingga sering disebut sebagai penyakit
seborea, hal ini disebabkan karena AV terutama mengenai area kulit yang
berminyak. Area wajah bagian pipi lebih sering dikenai daripada bagian hidung,
bagian depan kepala dan dagu (Cunliffe., 1998).

Perjalanan penyakit AV dimulai dengan tersumbatnya muara folikel oleh

proses hiperkeratinisasi epidermis folikel yang disebabkan perubahan pola




hiperkeratinisasi folikel (Webster.,, 2007). Sel-sel stratum komeum infra
infundibulum menjadi lebih banyak mengandung desmosom, tonofilamen, butir-
butir keratohialin dan lipid tetapi mengandung lebih sedikit butir-butir lamelar
sehingga stratum korneum menjadi lebih tebal dan lebih melekat, timbul sebagai
mikrokomedo yang merupakan prekursor tetbentuknya komedo (Gollnick., 2001).
Glandula sebasea akan memproduksi sebum lebih. Sebum diuraikan oleh
Propionebacterium Acnes (PA) yang merupakan flora atau mikroorganisme
normal yang hidup di folikel kelenjar sebasea (Ebling ef al., 1998).
Propionebacterium Acnes yang berada dalam komedo akan mengeluarkan
enzim lipase. Enzim lipase ini akan menguraikan sebum yang berupa trigliserida
menjadi asam lemak bebas yang dapat meningkatkan kolonisasi PA dan
menginduksi respon inflamasi (Thiboutot ef al., 2003). Mikroorganisme ini juga
mengeluarkan faktor kemotaktik yang larut dalam air dan mempunyai berat
molekul rendah sehingga tidak memerlukan komplemen untuk aktivitasnya serta
dapat keluar dari folikel untuk menarik sel neutrofil. Bila sel netrofil memasuki
komedo maka sel neutrofil akan memakan PA schingga terjadi pelepasan enzim
hidrolitik yang akan merusak dinding folikular sehingga komedo akan pecah, isi
komedo (lipid sebasea, rambut, PA dan keratin) akan masuk ke dermis dan
terpajan  dengan  sistem imun sehingga terjadi proses inflamasi
(Cunliffe et al., 2001). Banyak sitokin yang terlibat dalam proses inflamasi AV.
Interleukin-la yang disekresi oleh keratinosit akan memicu peradangan di folikel
pilosebasea dan kemotaksis neutrofil polimorfonuklear (Bergfeld ef al., 2004).
Selama ini berbagai formula terapi terhadap AV telah diterapkan oleh

Divisi kosmetik Ilmu Penyakit Kulit dan Kelamin di rumah sakit Indonesia,




namun dari hasil laporan rumah sakit di beberapa kota besar di Indonesia, temyata

kasus AV cenderung meningkat dari tahun ke tahun. Data dari divisi dermatologi
kosmetik Rumah sakit Cipto Mangunkusumo Jakarta terjadi peningkatan angka
kejadian AV dari 28,45% pada tahun 2003, menjadi 50% pada tahun 2004
(Barira., 2006). Data dari Palembang didapatkan 68,2% dari 5024 orang penduduk
menderita AV dengan 78,9% pada laki-laki (Tjekyan., 2008) dan data dari Divisi
Dermatologi kosmetik Rumah Sakit Arifin Achmad Pekanbaru Riau didapatkan
kenaikan angka kejadian AV dari 32,12% pada tahun 2011 menjadi 39,13% pada
tahun 2012. Data dari rekam medis poliklinik Ilmu Penyakit Kulit dan Kelamin
RSUD Arifin Achmad terdapat kenaikan angka kejadian AV dari 5,31%
menjadi 10,05% pada tahun 2012 (Darmani., 2012),

Faktor genetik merupakan faktor penting yang berkaitan dengan AV, Data
literatur disebutkan bahwa AV merupakan penyakit warisan walaupun bukti-bukti
detailnya masih kurang dan gen mana tepatnya yang terlibat masih sedang diteliti.
Banyak gen-gen yang diduga terlibat dalam patogenesis akne. Diantaranya adalah
gen Human Sitokrom P-450. Gen Sitokrom P-450 ini merupakan supergene famili
dari enzim-enzim yang berperanan dalam metabolisme yang luas dari campuran
bahan endogen dan bahan asing. Human sitokrom P-450 141 juga disebut sebagai
CYPI1ALl. Diantara famili enzim ini CYP1Al merupakan sub famili izozim yang
paling aktif (Paraskevaidis et al., 1998).

CYP1Al pada kulit didapatkan pada glandula sebasea dan berperan dalam
metabolisme vitamin A (retinol). Vitamin A merupakan retinoid endogen dan
hasil metabolitnya bekerja di glandula sebasea. Vitamin A (retinol) dan metabolit

retinoid aktif berperan penting pada diferensiasi epitel, proliferasi keratinosit dan




sebosit. Variasi genetik yang terdapat pada izozim CYP1Al menyebabkan

perubahan kapasitas metabolik secara interindividu (Paraskevaidis et al., 1998).

Gen human CYP 1A1 berlokasi pada long arm kromosom 15 (15q22-q24)
dan berisi 7 exon dan 6 infron dengan panjang total 5,810 bp. Mutasi yang
pertama kali ditemukan disebut sebagai alel m1 merupakan transisi Thymine
menjadi cyfosine (T menjadi C) terjadi pada posisi 6235 membuat tempat
cleavage tambahan untuk Msp! pada 3’ flanking region 1,194 bp dibawah exon 7
(Paraskevaidis ef al., 1998).

Ketiadaan tempat Msp/ pada kedua alel mewakili homozygous wild-type
genotype (wl/wtl) dimana karakteristik berupa 335-bp fragmen tunggal. Individu
dengan alel ml pada homozygous state (ml/ml) ditunjukkan pada fragmen-
fragmen 206-bp dan 129bp. Individu heterozygous dengan wild-type dan alel mi-
mutated (wtl/ml) ditunjukkan pada fragmen tambahan 205-bp dan 134-bp
(Paraskevaidis et al., 1998).

Pada AV terjadi kecenderungan representasi yang tinggi dari alel mi,
sebagai suatu marker dari perubahan pada tempat regulasi dan efikasi biologis
dari retinoid-retinoid alami yang aktif menjadi komponen yang inaktif. Kurangnya
retinoid alami yang aktif pada folikel pilosebasea menimbulkan diferensiasi
sebosit yang abnormal dan hiperkeratinisasi dari kanalis folikularis.
Hiperkeratinisasi kanalis folikularis dan diferensiasi sebosit yang abnormal akan
memicu timbulnya AV (Paraskevaidis ef al., 1998).

Faktor lain yang juga merupakan salah satu dari multi faktor yang dapat
memacu atau memperburuk AV adalah stres yang meliputi stres

environtmental/lingkungan dan stres psikologis/femosional (Arck ef al, 2006).




Seperti organ tubuh manusia lainnya kulit juga merupakan organ yang secara
kontinyu terekspos oleh stresor-stresor baik endogen maupun eksogen. Kulit
merupakan organ terluas yang lokasinya strategis sebagai barier antara
environment eksterna dan interna, dimana secara permanen selalu dipajan oleh
stresor seperti sinar matahari/ultraviolet, solar, thermal, mekanik/fisik dan kimia.
Kulit juga merupakan target organ dari stresor psikologis/emosional
(Arck et al., 2006).

Pada saat tubuh terpajan oleh stresor, otak sebagai sistem saraf pusat akan
merespon dengan mengaktifkan sistem HPA-axis sentral (Nurdin., 2009). Respon
sistemik HPA Axis dilakukan oleh sensor stres yang berlokasi di sentral. Aksi
sentral ini dimulai dengan pelepasan Corticotropin Releasing Hormone (CRH)
yang diproduksi oleh hipotalamus yang mana CRH ini akan menstimuli reseptor
di pituitary (Slominshi., 2000). CRH akan meningkatkan produksi dan sekresi
bagian anterior pituitary yang diatur oleh propiomelanocortin (POMC), berupa
peptida melanocyte stimulating hormone (MSH), ACTH dan endorphin. Selama
pelepasannya ke sirkulasi, ACTH akan menuju ke glandula adrenal dan
mengaktivasi MC2 reseptor (MC2-R) yang menginduksi produksi dan sekresi
kortisol (Slominshi., 2000, Bohm., 2009). Pada stres yang ringan, perubahan
peningkatan sekresi kortisol tidak bersifat patologis karena mekanisme
homeostasis akan segera mengembalikannya ke keseimbangan. Bila stres
berlangsung berat, mekanisme homeostasis tidak mampu lagi mempertahankan
keseimbangannya schingga peningkatan sekresi kortisol akan memicu sistem
imun untuk melepaskan sitokin-sitokin proinflamasi IL-6 dan IL-8 yang dalam hal

ini akan menimbulkan inflamasi di glandula sebasea schingga terjadi akne




vulgaris (Nurdin., 2013). Kadar kortisol darah dapat menggambarkan kondisi stres

seseorang.

Hormon Androgen juga merupakan salah satu faktor pencetus AV. Pada
masa pubertas terjadi peningkatan hormon Gonadotropin Releasing Hormon
(GnRH), Gonadotrepin Luteinizing Hormon (LH) dan Follicle Stimulating
Hormon (FSH) dan seks hormon estradiol atau testosteron (Pinyerd et al., 2002).

Mikrokomedo yang merupakan lesi awal dari akne muncul pada masa
adrenache dimana hormon androgen dari adrenal mulai menstimulasi
hiperkeratosis folikular dan hiperplasia sebasea pada unit pilosebasea di wajah
(Bergfeld., 2004). Adrenal dan Gonad memproduksi mayoritas dari androgen
yang bersirkulasi (Zouboulis., 2004).

Selama periode pre pubertas androgen adrenal muncul sebagai pengaktif
glandula sebasea (Bramswig ef al., 2009). Pada masa ini konsentrasi
Dehydroepiandrosterone (DHEA) dan Dehydroepiandosterone Sulfat (DHEAS)
plasma secara normal mulai meningkat. Onset ini diikuti dengan kemunculan
adrenal Androstenedione satu atau dua tahun kemudian, yang waktunya
bersamaan dengan peningkatan produksi Testosteron gonadal (Gonadarche)
(Dellemare et al., 2008).

Pada masa gonadal, fungsi gonad mengambil alih fungsi adrenal dalam
mensintesa testosteron. Kulit dan glandula sebasea juga mampu memproduksi dan
memetabolisir hormon androgen. Unit pilosebasea merupakan target dari
androgen yang bersirkulasi. Androgen yang bersirkulasi akan mengikat ke
reseptor androgen yang berlokasi di lapisan basal glandula sebasea. Testosteron

dan DHT adalah androgen yang berinteraksi denpan reseptor androgen

S




(Zouboulis et al., 2004). Stimulasi yang berlebihan dari hormon androgen

terhadap glandula sebasea menyebabkan produkst sebum berlebihan. Selanjutnya
sebum akan bercampur dengan sel kulit mati dari folikel yang mengalami
hiperkeratosis dan bakteri yang ada dipermukaan kulit membentuk sumbatan di
pori-pori sebagai suatu komedo (Gollnick ef al., 2001). Pada sumbatan pori atau
komedo tersebut bakteri akan bermultiplikasi dan menyebabkan inflamasi.
Dinding sel bakteri PA yang terdiri dari Peptidoglikan dan asam [lipoteichoic
dapat memperkuat aktivitas imun dari keratinosit dan sebosit yang distimulasi
androgen dengan peningkatan pelepasan sitokin seperti IL- Ia, IL-8, TNF a dari

sel-sel tersebut (Bergfeld er al., 2004).

1.2 Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang masalah, maka dapat dibuat perumusan
masalah sebagai berikut :
1. Apakah ada hubungan antara polimorfisme gen CYP1Al alel m/ dengan
akne vulgaris?
2. Apakah polimorfisme gen CYP1Al dapat meningkatkan resiko untuk
menderita akne vulgaris?
3. Apakah ada hubungan antara kadar hormon stres kortisol dengan akne
vulgaris?
4. Apakah hormon stres kortisol dapat meningkatkan resiko untuk menderita
akne vulgaris?
5. Apakah ada hubungan antara kadar hormon testosteron dengar akne

vulgaris?




6. Apakah hormon testosteron dapat meningkatkan resiko untuk menderita

akne vulgaris?

7. Faktor apa diantara faktor di atas yang paling dominan berkaitan dengan

terjadinya akne vulgaris?

1.3 Tujuan Penelitian

1.3.1. Tujuan Umum

Mengkaji hubungan polimorfisme gen CYP1Al alel mi, hormon

stres kortisol, dan hormon testosteron dengan akne vulgaris.

1.3.2. Tujuan khusus

L.

Membuktikan adanya hubungan antara polimorfisme gen CYP1Al
alel mI dengan akne vulgaris

Membuktikan polimorfisme gen CYP1A1 dapat meningkatkan resiko
terjadinya akne vulgaris

Membuktikan adanya hubungan antara kadar hormon stres kortisol
dengan akne vulgaris

Membuktikan kadar hormon stress kortisol tinggi dapat
meningkatkan resiko terjadinya akne vulgaris

Membuktikan adanya hubungan antara kadar hormon testosteron
dengan akne vulgaris

Membuktikan kadar hormon testosteron tinggi dapat meningkatkan
resiko terjadinya akne vulgaris

Mengetahui faktor yang paling dominan diantara faktor-faktor di atas

dalam kaitan dengan terjadinya akne vulgaris




1.4 Manfaat Penelitian

1.4.1 Kepentingan Akademik

Untuk meningkatkan pengetahuan mengenai faktor pencetus
terjadinya AV yang multifaktorial seperti polimorfisme gen CYP1Al
alel ml, stres dan hormonal dan mengetahui faktor mana yang paling

dominan.

1.4.2 Kepentingan Masyarakat

Hasil penelitian ini akan memberikan pemahaman atau informasi
yang benar pada masyrakat mengenai penyakit akne vulgaris, faktor
penyebabnya dan penatalaksanaannya, sehingga dapat memperbaiki
kualitas hidup penderitanya dan tidak timbul dampak psikososial buruk
yang dapat memicu terjadinya kasus bunuh diri dan pemikiran bunuh

diri.

1.4.3 Kepentingan Aplikasi

Sebagai pedoman bagi para klinisi dengan makin banyak
diketahuinya komponen-komponen faktor penyebab akne dapat
dikembangkan intervensi teraupetik yang lebih spesifik sehingga dapat
menurunkan insidensi Akne Vulgaris yang persisten dan resisten
terhadap pengobatan dan menurunkan insidensi kasus bunuh diri dan
pemikiran bunuh diri sebagai dampak psikososial yang buruk serta

memberikan perbaikan kualitas hidup penderitanya.




BABII
TINJAUAN PUSTAKA
2.1 Anatomi Glandula sebasea
Glandula sebasea merupakan suatu glandula holokrin yang terletak
diantara folikel rambut dan otot-otot erektor pili. Glandula sebasea dan folikel

rambut tersusun membentuk suatu unit pilosebasea kulit.

Gambar 2.1 Glandula sebasea multilobuler melekat di antara folikel rambut dan
muskulus erektor fili. Glandula sebasea mengeluarkan sebum
melalui duktus sebaseus ke infundibulum folikel rambut (Strauss.,
1991)

Glandula sebasea ditemukan hampir di seluruh permukaan kulit kecuali di
telapak tangan dan telapak kaki. Pada daerah kepala, dahi, wajah dan dada atas
didapatkan 400-900 unit/cm’, sedangkan pada area tubuh lainnya berjumlah
sekitar 100 unit/cm® (Strauss., 1991). Pada masa kehidupan fetus 13-15 minggu,
glandula sebasea mulai dibuat di dalam perhubungan cephalocaudal folikel

rambut. Tetes lipid baru terlihat di bagian pusat glandula pada usia 17 minggu

kehidupan, Duktus untuk sekresi mengelilingi asinus dari glandula sebasea pada
10
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awalnya tampak sebagai tali. Sel-sel yang menyusun tali tersebut berisi sebum dan
pada suatu saat sel-sel tersebut kehilangan ikatan, ruptur dan membentuk kanal
pilosebasea pertama. Asinus baru dihasilkan dari dinding duktus sebaseus perifer,
pengaturan sel pada asinus sebasea neonates terdiri dari sebosit yang menetap,
sebosit yang berubah dan sebosit matur. Jumlah glandula sebasea tetap konstan
selama kehidupan tapi ukurannnya akan meningkat sesuai dengan pertambahan
usia. Pada setiap unit glandula didapatkan asinus yang berdifirensiasi dan asinus

yang matur (Zouboulis., 2002, Zouboulis., 2004).

2.2 Fisiologi Glandula Sebasea

Fisiologi glandula sebasea meliputi produksi dan sekresi sebum serta
produksi dan metabolisme hormon androgen. Sel sebaseus akan mensintesis
sebum pada minggu pertama setelah lahir dan kemudian akan melambat.
Kemunculannnya kembali sebum pada usia sekitar 9 tahun (adrenarche) akan
terus berlangsung sampai usia 17 tahun, setelah pubertas sekresi sebum akan
menurun secara perlahan (Zouboulis., 2004).
2.2.1 Sebum

Sebum merupakan suatu kompleks lipid campuran yang diproduksi dan
disekresikan oleh glandula sebasea yang sudah matur, dibentuk dari disintegrasi
sel-sel glandular ke dalam folikel duktus unit pilosebaseus. Discharge sebum ini
merupakan tahap akhir dari diferensiasi sel sebosit, sebagai hasil akumulasi tetes
lipid sitoplasma dan disintegrasi sel yang mana kemudian dilepaskan ke dalam
folikel. Fungsi sebum pada manusia adalah sebagai : phoroprotection,

antimikroba, mengantarkan antioksidan ke permukaan kulit dan akitivitas-
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aktivitas pro dan anti inflamasi. Sebum manusia terdiri dari squalen, ester
gliserol, wax, dan kolesterol sebagai kolesterol bebas dan asam lemak bebas.
Squalen dan wax merupakan produk sekresi glandula sebasea yang paling
karakteristik (Picardo er al., 2009). Beberapa penelitian menunjukkan bahwa
perubahan komposisi lipid sebum berkaitan dengan usia dan aktivitas glandula
sebasea. Efek androgen pada proliferasi dan diferensiasi sel sebosit tergantung
dari asal glandula sebasea, glandula sebasea wajah lebih sensitive terhadap

androgen (Zouboulis., 2004).

2.3 Akne vulgaris
2.3.1 Definisi

Akne vulgaris (AV) merupakan peradangan kronik unit folikel pilosebasea
dengan gambaran klinis adanya lesi berupa komedo, papula, pustula,nodula, kista
maupun jaringan parut di tempat predileksi wajah, leher, lengan atas, dada bahu
dan punggung (Odom., 2000, Wasitaatmaja., 2010).
2.3.2 Epidemiologi

Akne vulgaris merupakan penyakit kulit yang tersering di berbagai negara
dan hampir 85% terjadi pada kelompok usia 12-25 tahun (Cunliffe., 1998).
Insidensi dan keparahan tertinggi terjadi pada usia antara 14-17 pada perempuan
dan pada usia antara 16-19 tahun pada laki-laki (William et al., 2012).

Berdasarkan data rekam medis poliklinik Divisi Dermatologi kosmetik
Departement Ilmu Kesehatan Kulit dan Kelamin Rumah Sakit Cipto
Mangunkusumo terdapat kenaikan insiden AV tipe ringan dari 18,11% pada

tahun 2003 menjadi 38,26% pada tahun 2004, AV tipe sedang 28,45% tahun 2003




menjadi 50% tahun 2004 dan AV tipe berat dari 4,23% pada tahun 2003

menjadi 9,14% pada tahun 2004 (dikutip dari Barira S., 2006). Data dari
Palembang didapatkan 68,2% dari 5024 orang penduduk menderita AV
dengan 78,9% pada laki-laki (Tjekyan., 2008) dan data dari Divisi Dermatologi
kosmetik Rumah Sakit Arifin Achmad Pekanbaru Riau didapatkan kenaikan
angka kejadian AV dari 32,12% pada tahun 2011 menjadi 39,13% pada
tahun 2012. Data dari rekam medis poliklinik Ilmu Penyakit Kulit dan Kelamin
RSUD Arifin Achmad terdapat kenaikan angka kejadian AV dari 5,31%
menjadi 10,05% pada tahun 2012 (Darmani., 2012).
2.3.3 Etiologi
23.3.1. Faktor genetik
2.3.3.1.1 Herediter

Faktor herediter atau genetik merupakan faktor penting yang berkaitan
dengan AV. Selalu dikatakan bahwa AV merupakan penyakit warisan walaupun
bukti-bukti detailnya masih kurang. Banyak penelitian dilakukan untuk
membuktikan keterkaitan faktor genetik dengan AV, dengan menggunakan model
kembar identik maupun non identik (Bataille e al., 2002). Pada penelitian yang
melibatkan 95 pasang kembar identik dengan AV, 97,9% (monozigot) dua-duanya
menderita Akne tetapi tingkat keparahannya tidak identik walaupun Serum
Excretion Rate (SER) nya identik. Hal ini menunjukkan bahwa faktor eksternal
seperti kolonisasi bakteri menentukan tingkat keparahan AV. Cuma 1 dari
sepasang kembar 45,8% (dizigot) yang menderita AV, tingkat keparahan AV dan
SER tidak identik (Cunliffe., 1998). Beberapa ahli mengatakan bahwa AV

merupakan penyakit yang berupa suatu gabungan, bukan hanya tingkat
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keparahannya tetapi juga tipe lesi yang didapatkan dan lokasinya. Beberapa
penderita AV hanya mengenai wajah tetapi tidak ada lesi didaerah tubuh yang
lain, sedangkan pada penderita AV lain hanya mengenai di badan saja
(Ghodsi., 2009). Beberapa mempunyai banyak lesi non inflamasi dan sedikit lesi
inflamasi, dan yang lain sebaliknya. Semua ini mungkin berkaitan dengan usia
penderita AV dan durasi AV, tetapi semua itu harus ada dasar genetiknya.
Penelitian mengenai AV yang diturunkan didapatkan hasil pada semua set kembar
identik muncul AV berat pada waktu yang bersamaan. Penelitian lain
menunjukkan 82% penderita AV mempunyai riwayat menderita AV paling sedikit
satu sibling dan 60% mempunyai riwayat AV dari satu atau kedua orang tuanya.
Von Schleicher mendapatkan bahwa pada penderita AV berat mempunyai riwayat
yang kuat keluarganya juga menderita AV. Sudahr dilakukan penelitian mengenai
hubungan antara AV dengan banyak gen (Bataille ef al., 2011).
233.1.2 GenCYPIAl

Sejak tahun 1995 sudah dilaporkan 481 gen P450 dan 22 pseudogen
dari 85 eukariot (termasuk vertebrata, invertebrata, fungi dan tanamany). Sejauh ini
sudah didapatkan lebih dari 74 famili gen, 14 famili ada pada semua mamalia,
yang terdiri dari 26 subfamili dan 20 subfamili diantaranya sudah didapatkan
dalam genom manusia (Nelson ef al., 1996). Setiap subfamili menunjukkan kelas
gen-gen yang berikatan erat. Setiap gen P450 menghasilkan suatu protein tunggal.
Untuk itu, kemunculannya disana hanya sebagai suatu pengecualian dari aturan ini
dimana terjadi perubahan pembelahan dari salinan P450 seperti semua ekson atau
sebagian ekson dirubah perintah untuk memproduksi enzim ‘dengan aktivitas

katalis yang baru (Nelson et al., 1993). -
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Cytochrome P450 (CYP) adalah suatu superfamili hemoprotein yang
penting pada proses metabolisme oksidatif, peroksidatif dan reduktif dari berbagai
macam komponen endogen seperti steroid, asam-asam empedu, asam-asam
lemak, prostaglandin, leukotrin, biogenik amin, retinoid, lipid hidroperoksida dan
fitoaleksin (Nelson er al., 1996). CYP juga akan memetabolisir komponen
eksogen seperti obat-obatan, bahan kimia dan polutan (Nebert., 1991).

Stimulasi eksogen sebagaimana juga faktor regulasi endogen, mengatur
ekspresi spesifik dari CYP (Gotoh ef al., 1999). Subfamili CYP1A mempunyai
dua anggota yaitu CYPIAl dan CYP1A2. Diantara famili enzim ini
CYPIAl merupakan enzim yang paling aktif. Gen CYP1Al merupakan gen
yang diduga berhubungan degan kerentanan terjadinya akne vulgaris. Enzim
cytochrome P450 (CYP1A1l) berperan dalam proses metabolisme di kulit
(Paraskevaidis e al., 1998)

Enzim CYP1A1 pada kulit didapatkan pada glandula sebasea dan berperan
dalam metabolism vitamin A atau retinol. Retinol dan metabolit retinoid aktifnya
penting pada differensiasi epithel, proliferasi dan differensiasi sel. Retinoid juga
dapat mempengaruhi proliferasi  keratinosit epidermal dan  sebosit
(Gollnick., 2003).
23.3.1.2.2 Induksi CYP1Al

Enzim CYP!AI selain diperlukan untuk metabolisme komponen endogen,
juga akan memetabolisir bahan eksogen seperti obat-obatan, bahan-bahan kimia
dari lingkungan dan polutan (Nelson et al., 1995).

Pajanan komponen ecksogen terhadap organisma akan mengakibatkan

mekanisme molekuler spesifik sebagai ekspresi CYP1A1 bukan saja di hati tetapi
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juga pada paru-paru dan ginjal (Kuriyama et al., 1992). Sebagian besar molekul-
molekul CYP dapat diinduksi oleh bahan-bahan penginduksi. Pemberian bahan-
bahan kimia pada hewan percobaan akan menginduksi hemoprotein ini di
berbagai jaringan termasuk kulit. Mekanisme regulasi proses induksi protein
sudah diteliti dengan metoda transfer DNA dengan menggunakan DNA gen yang
diisolasi. Sedikitnya didapatkan dua sekuens DNA pengatur cis-acting pada
lokasi 5”upstream-gen. Satu sekuens didistribusikan lima kali pada kisaran 0,5-3,5
kB dan berfungsi sebagai Xenobiotic Responsive Element (XRE) yang lain
berlokasi di upstream dari sekuen TATA dan berperan sebagai elemen pengatur
untuk membentuk ekspresi. Induksi CYP1Al dengan Polycyclic Aromatic
Hidrocarbon (PAH) sebagai pajanan xenobiotic akan menyebabkan peningkatan
transkripsi pada gen CYP1Al yang bersesiaian. Analisis mekanisme induksi
menggunakan pendekatan genetik, biokimia dan biologi molekuler menemukan
suatu jalur regulasi transkripsi yang baru yang melibatkan heferodimerisasi ligant
antara dua protein dasar Ah-reseptor dan Arnt, interaksi heferodimer dengan
penambah respon dari xenobiotic, transmisi induksi sinyal dari suatu penambah
terhadap promoter CYP1A1 dan mengubah struktur kromatin. Induksi CYP1Al
mengakibatkan polimorfisme gen pada strain tikus. Polimorfisme membatasi
suatu lokus genetik, 4h-R yang mengkode suatu protein pengatur, yang akan
mengikat penginduksi dan menimbulkan respon induksi. Penelitian pada tikus
percobaan menunjukkan implikasi 4h-R pada beberapa respon penyesuaian dan
respon buruk terhadap hidrokarbon aromatik, mengatur induksi enzim yang
memetabolisir xenobiotic sampai perubahan homeostasis yang mengubah

pertumbuhan sel dan diferensiasi sel.
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2.3.3.1.2.3  Variasi genetik CYP1A1

Enzim cytochrome P450 (CYP1A1) bertanggung jawab terhadap aktivasi
atau inaktivasi metabolisme, sebagian besar dari penggunaan obat-obatan dan
banyak toksin. Ini merupakan keberadaan variasi interindividu pada aktivitas
enzim P450 pada manusia, yang dapat meningkatkan atau menurunkan kerentanan
terhadap efek kimia yang menguntungkan atau toksik. Bagian terbesar dari variasi
interindividu dijelaskan melalui polimorfisme gen P450 yang menyebabkan
perubahan kapasitas metabolik atau ekspresi enzim yang diencode.

Adanya variasi genetik pada isozim CYP1Al sebagai polimorfisme gen
CYPIAl akan menyebabkan perubahan kapasitas metabolik secara interindividu.
Gen human CYP1A4I berlokasi pada long arm kromosom 15 (15q22-q24) dan
berisi 7 exon dan 6 intron dengan panjang total 5,810 bp. Mutasi yang pertama
kali ditemukan disebut sebagai alel m1 merupakan transisi Thymine menjadi
Cytosine (T menjadi C) terjadi pada posisi 6235 membuat tempat celah tambahan
untuk Mspl pada 3° flanking region 1,194 bp downstream exon 7 (Paraskevaidis

et al., 1998).
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Gambar 2.2 Gen map of Human Cytochrome P-450141 (CYP1Al). Tampak 7
exon dan 6 intron, exon pertama tidak diterjemahkan. Mutasi terjadi
pada 3’ flanking region (m!) yang menciptakan tempat cleavage
mspl (Paraskevaidis et al., 1998).
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Gambar 2.3 Polimorfisme panjang fragmen restriksi Msp/ dani 3’ flanking region
CYPIAI, pre-amplifikasi dengan primer pairs P79-P80; wti=wild
type; ml= mutation at n16235 (Paraskevaidis et al., 1998)

Primer | Position 12:3?2:) Nucleotide sequence

P79(5") | 6106-6126 335 5-AAGAGGTGTAGCCGCTGCACT-3’
P80(3’) { 6440-6420 5-TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT-3’
3’ = Downstream primer; 5’ = Upstream primer

Gambar 2.4  Untaian nukleotida primer yang digunakan dalam amplifikasi DNA
untuk mendeteksi situs polimorfisme dari CYP1A1 (Paraskevaidis ef al., 1998)

Ketiadaan tempat Mspl pada kedua alel mewakili homozygous wild-type
genotype (wl/wtl) karakteristik dengan 335-bp fragmen tunggal. Individu dengan
alel m! pada homozygous state (ml/ml) ditunjukkan pada fragmen-fragmen 206-
bp dan 129bp. Individu heterozygous dengan wild-type dan alel mi-mutated
(witl/ml) ditunjukkan pada fragmen 335-bp dan fragmen tambahan 205-bp
dan 134-bp (Paraskevaidis er al., 1998).

Pada AV terjadi kecenderungan representasi yang tinggi dari alel mi,
sebagai suatu marker dari perubahan pada tempat regulasi dan efikasi biologis

dari retinoid-retinoid alami yang aktif menjadi komponen yang inaktif. Kurangnya




retinoid alami yang aktif pada folikel pilosebaseca menimbulkan diferensiasi
sebosit yang abnormal dan hiperkeratinisasi dari kanalis folikularis.
Hiperkeratinisasi kanalis folikularis dan diferensiasi sebosit yang abnormal akan
memicu timbulnya AV (Paraskevaidis ef al., 1998).

2.3.3.2. Faktor Hormon Androgen

23.3.3.1 Pubertas

Pada masa pubertas hipotalamus akan memproduksi Gonadofropin
Releasing Hormone (GnRH) yang berfungsi meregulasi pertumbuban dan
perkembangan serta fungsi testis pada pria dan ovarium pada wanita. GrRH akan
memicu glandula pituitari untuk mensekresi Lutenizing Hormone (LH) dab folicle
Stimulating Hormone (FSH). LH dan FSH dikenal sebagai gonadofropin. Pada
pria LH akan menstimulasi produksi testosteron dan FSH diperlukan untuk
produksi sperma. Pada wanita LH dan FSH akan menstimuli produksi ovarium
seperti esterogen, progesteron dan testosteron.

Ada dua proses yang mendukung manifestasi pubertas yaitu gonadrche
dan adrenarche. Pada gonadarche terjadi peningkatan GnRH, LH dan FSH. Pada
adrenarche terjadi peningkatan produksi Aormone androgen dari glandula adrenal.
Perkembangan organ seksual primer gonad dan genital dan sekunder terjadi
selama masa pubertas sedangkan perkembangan sistem reproduksi terjadi pada
masa adolescent atau dewasa muda (Pinyerd and William., 2002). Mikrokomedo
yang merupakan lesi awal dari akne muncul pada masa adrerache dimana hormon
androgen dari adrenal mulai menstimulasi hyperkeratosis folikular dan hiperplasia
sebaseus pada unit pilosebasea di wajah (Bergfeld., 2004).

i
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23.3.3.2  Produksi dan metabolisme testosteron

Gonad dan adrenal, menghasilkan testosteron melalui dua jalur yaitu jalur
progesterone — 17ahidroxyprogesterone —androstenedion dan  jalur [/7a
hidroxypregnenolone —DHEA — androstenediol (Whitt and Thorneycroft., 1990).

Pria memproduksi testosterone 6-8 mg per hari.
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Gambar 2.5 Jalur metabolisme androgen kutaneus dan perubahan enzim
(Zouboulis ef al., 2004)

Kulit dan glandula sebasea mampu memproduksi dan memetabolisir
hormon androgen. Semua enzim yang diperlukan untuk tranformasi dari
kolesterol menjadi steroid dan prekursor adrenal seperti dehydroepiadrosetrone
(DHEA) sulfat dan DHEA berlokasi di kulit (Ewadh., 2011).

Dehydroepiadrosetrone sulfat tidak hanya ditranformasi secara sistemik,
tetapi juga secara lokal menjadi DHEA dengan mendistribusikan steroid sulfatase.
Dehydroepiadrosetrone dimetabolisir menjadi androstenedion dan testosterone

oleh 38-hydroxysteroid dehydrogenase-A isomerase dan 175-HSD yang berlokast
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di glandula sebasea. Konversi intraseluler testosteron  menjadi
Sa-dihydrotestosterone (DHT) dilakukan oleh enzim Sa redukease.
Sa-dihydrotestosterone merupakan androgen yang paling poten di jaringan
(Zouboulis et al., 2004). Ada dua tipe Sa-reduktase yang dapat diisolasi dari
tubuh manusia. Isoform tipe I merupakan tipe yang dominan diekspresikan pada
kulit dan dapat berlokasi di glandula sebasea, kelenjar keringat dan epidermis
yang mana aktifitas tertinggi terjadi di glandula sebasea terutama di glandula
sebasea wajah dan kulit kepala. Testosteron dapat diaktivasi menjadi estradiol
oleh enzim aromatase (Haufman et al, 1996). Unit pilosebasea mensintesis
hormon androgen yang relatif lemah seperti DHEA dan DHEAS (Zouboulis.,
2002, Zouboulis., 2004). Unit pilosebasea juga mampu mengubah DHEAS
menjadi Androstenedion dengan enzim 3 §§ — hydroxisteroid dehydrogenase (3-8
HSD) dan mengubah Androstenedion menjadi androgen yang lebih poten yaitu
Testosteron dengan enzim 17 f HSD. Testosteron diubah oleh 5 @ reduktase
menjadi Dehidrotestosteron (DHT) yang merupakan metabolit androgen yang
paling aktif di unit pilosebasea (Ewadh., 2011).

Konsentrasi testosterone dan DHT dapat menurun karena konversi lokal
menjadi esterogen, menjadi androgen yang lebih lemah seperti 3a-androstenediol
atau menjadi konjugat glukoronid seperti 3a-androstenediol glukoronid yang
secara cepat akan menghilang dari sirkulasi.

23333  Akne hormongl androgen

Unit pilosebasea merupakan target dari androgen yang bersirkulasi

(Deplewski., 2000). Circulating androgen akan mengikat ke reseptor androgen

yang berlokasi di lapisan basal glandula sebasea. Androgen yang berinteraksi




22

dengan reseptor androgen adalah Testosteron dan DHT (Kushlinskii., 1997).
Stimulasi yang berlebiban dari hormon androgen terhadap glandula sebasea
menyebabkan produksi sebum yang berlebihan (Ewadh., 2011). Selanjutnya
sebum akan bercampur dengan sel kulit mati dari folikel yang mengalami
hiperkeratosis dan bakteri yang ada dipermukaan kulit membentuk sumbatan di
pori-pori sebagai suatu komedo. Komedogenesis mungkin sebagian diatur oleh
peningkatan interleukin Io (Bergdeld., 2004). Pada sumbatan pori atau komedo
tersebut bakteri akan bermultiplikasi dan menyebabkan inflamasi (Cunliffe ef al.,
2001). Dinding sel bakteri PA yang terdiri dari Peptidoglican dan asam
lipoteichoic dapat memperkuat aktivitas imun dari keratinosit dan sebosit yang
distimulasi androgen dengan peningkatan pelepasan sitokin seperti IL- la, IL-8,
TNF @ dari sel-sel tersebut (Bergfeld., 2000).
2.3.3.3. Faktor Eksogen
2.3.3.3.1 Stres

Kulit sebagaimana organ tubuh lainnya juga secara terus-menerus terpapar
oleh faktor eksogen, termasuk didalamnya stresor fisik atau lingkungan dan
stresor psikologis atau emosional. Kulit merupakan organ terluas yang lokasinya
strategis sebagai barier antara environmental eksternal dan internal yang secara
permanen dipajan oleh stresor-stresor seperti sinar matahari/fultraviolet, solar,
thermal, mekanik, fisik dan kimia. Kulit juga merupakan farget organ stresor

psikologis/emosional.
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Gambar 2.6 Brain-skin cross-talk selama pajanan oleh faktor stres psikologis
atau faktor stres environmental (Arck et al., 2006).

Sudah lama dipostulasikan adanya hubungan kausa antara stres psikologis
dengan akne. Pada saat kulit terpajan oleh stresor otak sebagai sistem saraf pusat
akan merespon dengan cara mengaktifkan sistem HPA axis sentral. Sudah
ditetapkan bahwa kulit dan apendiksnya merupakan organ yang mempunyai
fungsi perifer ekivalen secara penuh dengan HPA axis sentral berupa suatu sistem
respon stres lokal yang independen (kutaneus HPA axis). Sehingga dengan
demikian otak dan kulit dalam proses respon terhadap stres keduanya akan
mengaktivasi sistem HPA axis sentral dan lokal (Arck e al., 2006).

Pada respon sistemik HPA Axis sentral terhadap stresor akan dilakukan
persepsi oleh sensor stres yang berlokasi di sentral dan aksi sentral ini dimulai
dijalankan melalui pelepasan CRH yang diproduksi oleh hipotalamus yang mana
CRH 1ni akan menstimuli reseptor di pituitari (Slominski., 2000). CRH akan
meningkatkan produksi dan sekresi bagian anterior pituitary yang diatur oleh
propiomelanocortin (POMC), berupa peptida melanocyt stimulating hormone
(MSH), ACTH dan endorphin. Selama pelepasannya ke sirkulasi ACTH akan

menuju ke glandula adrenal dan mengaktivasi MC2 reseptor (MC2-R) yang
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menginduksi produksi dan sekresi kortisol (Slominski., 2000, Bohm., 2009). Pada
stres yang ringan, perubahan peningkatan sekresi kortisol tidak bersifat patologis
karena mekanisme homeostasis akan segera mengembalikannya ke keseimbangan.
Bila stres berlangsung kronik atau berat, mekanisme homeostasis tidak mampu
lagi mempertahankan keseimbangannya sehingga peningkatan sekresi kortisol
akan memicu sistem imun untuk melepaskan sitokin-sitokin proinflamasi IL-6 dan
IL-8 yang dalam hal ini akan menimbulkan inflamasi di glandula sebasea
sehingga terjadi patogenesis akne vulgaris (Nurdin., 2013). Penilaian stres

berdasarkan atas kadar kortisol darah.
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Gambar 2.7 Sebosit HPA like axis menyebabkan proliferasi, diferensiasi dan
aktivasi sebosit (Zouboulis et al., 2004).

Corticotropin Releasing Hormone (CRH) merupakan modul proksimal

dari HPA-Axis cutaneus/peripheral. Corticotropin Releasing Hormone (CRH)

akan mengikat pada protein sebagai CRH binding protein (CRH BP) dan pada

reseptor corticotrophin (CRHR). Pro CRH diproses menjadi CRH yang sama
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pada tingkat sentral maupun periferal termasuk kulit. Corficotropin Releasing
Hormone, CRHBP, CRHR1, CRHR2 diekspresikan pada sebosit glandula
sebasea. CRH kemudian akan menginduksi sintesis lipid dan meningkatkan
ekspresi A3-38 hydroxysteroid dehidrogenase (A3-3f HSD) yang merupakan
enzim yang merubah DHEA menjadi testosteron pada sel sebosit (Zouboulis ef
al., 2004). Selanjutnya testosteron dan growth hormone yang juga meningkatkan
sintesis lipid sebasea merupakan antagonis CRH dengan cara menghambat atau
memodifikasi ekspresi CRHR. Pada sisi lain CRH akan meningkatkan aktivitas
imun keratinosit dengan meningkatkan interferon gamma yang menstimulasi
ekspresi Intercellular Adhesion molecule satu (ICAM 1) dan HLADR antigen
yang mana akan meningkatkan 1L-6 dan menginhibisi produksi IL-1p dari
keratinosit (Sulivan et al., 1998). Alfa MSH akan menuju ke reseptornya di
glandula sebasea yaitu melanocortin reseptor (MCIR). Selanjutnya a-MSH akan
meningkatkan sekresi sebum bersinergis dengan testosteron. a-MSH menghambat
IL-1P yang menginduksi sekresi IL-8 sebagai bukti utama dari aktivitas langsung
a-MSH di sebosit. Ekspresi MCIR pada sebosit yang berasal dari kulit wajah
menunjukkan bahwa ¢ MSH meningkatkan lipogenesis. Ekspresi RNA dari
precursor protein, propionemelanocortin (POMC) ditemukan pada glandula
sebasea. @ MSH berperan mengatur lipogenesis dan produksi sitokin
proinflamatory. f endorphin (B-ED) merupakan neuropeptida endogenous opioid
family yang juga mempunyai aktivitas sebasea. Reseptor u opioid yang mengikat
B-ED dickspresikan pada glandula sebasea akan menginduksi proliferasi dan
menstimulasi lipogenesis dan secara spesifik meningkatkan asam lemak

(Zouboulis et al., 2004).
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Substance P merupakan suatu substansi imuno reaktif serabut syaraf yang
berlokasi dekat dengan glandula sebasea. Ekspresi substance P inactivating
enzyme berupa suatu neutral endopeptidase yang ditemukan pada sebosit
(Arck et al., 2006, Xia ef al., 2008).

Selanjutnya rerve Growth Hormone akan menimbulkan imunoreaktivasi
dari sebosit dengan meningkatkan jumlah sel mast dan ekspresi endothelial
leucocyte adhesion molekul satu pada kapiler vena yang berdekatan dengan
glandula sebasea. Interleukin-6 merupakan molekul yang diproduksi se! mast
yang akan menginduksi sel sebosit untuk memproduksi rerve Growth factor
(Bohm., 2009). Semua hal diatas menunjukkan indikasi bahwa stres sentral atau
lokal/perifer merupakan regulasi feedback dari glanduia sebaseca yang
menginduksi inflamasi pada lesi akne (Zouboulis et al., 2004).
2.33.3.1.1 Hormon kortisol

Kortisol merupakan hormon glukokortikoid yang utama pada manusia,
menyokong pengaturan homeostasis dari metabolime basal dan keseimbangan
elektrolit serta mengatur respon terhadap stres. Pada orang dewasa normal,
glandula adrenal mensekresi kortisol sekitar 5-15 mg per hari
(Walker et al., 2001). Hanya sedikit fraksi yang diekspresikan sebagai kortisol
bebas pada urin, saliva atau empedu. Sisanya disaring melalui banyak jalur
metabolisme sebelum mengkonjugasi dan diekskresi melalui urin. Melalui
perubahan-perubahan reversible dengan metabolit inaktif, konsentrasi kortisol
intraseluler tertinggi dapat menjadi target terhadap jaringan spesifik
(Andrew ef al., 1999). Semua ini, bersama dengan modulasi sekresi kortisol oleh

HPA-axis dan modulasi dari ekspresi reseptor kortikosteroid dan pemberi isyarat
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melengkapi suatu kompleks sistem dari regulasi aktivitas glukokortikoid pada
jaringan yang spesifik (Webster et al., 2002). Semua ini mempengaruhi perbedaan
faktor yang menentukan aktivitas kortisol, sebagai contoh rata-rata penyaringan
metabolik dari kortisol oleh enzim-enzim perifer akan mempengaruhi kadar
kortisol sirkulasi dan akan mempengaruhi kortisol umpan balik dari HPA-axis
(Slominski et al., 2000).

Enzim-enzim yang secara langsung memetabolisir kortisol meliputi 4-ring
reductase (Sa dan 5B reduktase), 6f-hydroxilase, 20-reduktase dan 11B-

hydroxysteroid dehidrogenase.
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Gambar 2.8 Metabolisme kortisol

Isoenzim 113-hydroxysteroid dehidrogenase (113-HSDs) mengkatalisa
perubahan kortisol (atau kortikosteron) dengan metabolit inaktif kortison (atau

11dehydrokortikosteron) (Monder et al., 1993). 11B-HSD diekspresikan dalam




kadar rendah pada organ paru dan kulit. Isoenzim 11B-HSD tipe 2 akan secara
cepat merubah kortisol menjadi kortison (Stewart et al., 1994). Isoenzim 11§-
HSD! merupakan suatu enzim reduktase yang akan mereaktivasi kortison inert
menjadi kortisol (Jamieson ef al., 1995). Isozim 11B-HSD1 diekspresikan secara
luas di berbagai jaringan seperti hati, paru-paru, pituitary anterior, otak dan
korteks adrenal (Ricketts ef al., 1998).

Enzim 5o dan 5B reduktase mengakatalisa reduksi dari 4,5 double bound
pada A-ring membentuk 5a atau 5B dihidrokortisol. Pada reaksi selanjutnya
kebanyakan metabolit kortisol diekskresikan sebagai 5¢ atau 5 tetrahidrokortisol.
Waktu paruh kortisol di sirkulasi sekitar 90 menit. Proses metabolisme akan
merubah kortisol menjadi kortison. Di dalam plasma diurnal memungkinkan
untuk direaktivasi dengan adanya enziml1B-HSDI. Kadar kortisol plasma (~
500nM puncaknya pada pagi hari dan ~100 nM pada menjelang sore) adalah lebih
tinggi dari kadar kortison (~70 nM). Kostison tidak seperti kortisol, kortison tidak
mudah berikatan dengan protein dan tidak ada variasi diurnal, sehingga terutama
sore hari konsentrasi kortison bebas melampaui kadar kortisol (Walker et al.,
1992). Kortison pada siskulasi sistemik dapat direaktivasi menjadi kortisol oleh
11B-HSD1 di berbagai tempat (Walker ef al., 2001).

2.3.4 Patogenesis

Berdasarkan patogenesisnya AV merupakam penyakit yang hanya
mengenai folikel pilosebasea (Odom., 2000) sechingga sering disebut sebagai
penyakit seborea, karenanya AV terutama mengenai area kulit yang berminyak
(Cunliffe., 1998). Pada patogenesis AV didapatkan perubahan-perubahan penting

yang terjadi pada folikel pilosebasea (Tolman., “1‘9'92). Dimulai dengan
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tersumbatnya muara folikel oleh proses hiperkeratinisasi epidermis folikel karena
adanya perubahan pola hiperkeratinisasi folikel (Webster., 2007). Sel-sel stratum
kormneum infrainfundibulum menjadi lebih banyak mengandung desmosom,
tonofilamen, butir-butir keratohialin dan lipid tetapi mengandung lebih sedikit
butir-butir /amelar sehingga stratum kormmeum menjadi lebih tebal dan melekat,
timbul sebagai mikrokomedo yang merupakan prekursor terbentuknya komedo.
Pada AV glandula sebasea memproduksi sebum lebih banyak daripada
kulit yang normal. Komposisi sebum AV tidak berbeda dengan normal, kecuali
terdapat penurunan jumlah asam linoleat yang bermakna (Picardo ef a/., 2000).
Sebum diuraikan oleh propionebakterium aknes yang merupakan flora atau
mikroorganisme normal yang hidup di folikel kelenjar sebasea

(Ebling et al., 1998).

Gambar 2.9  Glandula sebasea normal (a), komedo (b) dan lesi inflamasi dengan
ruptur dinding folikel dan infeksi sekunder (c) (William., 2003)

Propionebakterium aknes yang berada dalam komedo akan mengeluarkan
enzim lipase, enzim lipase ini akan menguraikan sebum yang berupa trigliserida

menjadi asam lemak bebas yang dapat meningkatkan kolonisasi PA dan
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menginduksi respon inflamasi (Thiboutot ef al., 2003). Mikroorganisme ini juga
mengeluarkan faktor kemotaktik yang larat dalam air dan mempunyai berat
molekul rendah sehingga tidak membutuhkan komplemen untuk aktivitasnya serta
dapat keluar dari folikel untuk menarik sel netrofil (Cunliffe et al., 2001). Bila
netrofil memasuki komedo, maka sel-sel netrofil akan memakan PA schingga
terjadi pelepasan enzim hidrolitik yang akan merusak dinding folikuler sehingga
komedo akan pecah. Isi komedo akan masuk ke dermis dan terpajan dengan
sistem imun sehingga terjadi proses inflamasi (Cunliffe ef al., 2001).

Banyak sitokin yang terlibat dalam proses inflamasi AV. interleukin-la
yang disekresi oleh keratinosit akan memicu peradangan di folikel pilosebasea
dan kemotaksis netrofi! polimorfonuklear (Bergfeld., 2004).

Perkembangan baru dalam pemahaman patogenesis dan penatalaksanaan
AV sudah banyak dilakukan selama beberapa tahun terakhir, Didasari dari hasil

berbagai penclitian mengenai AV maka didapatkan berbagai patogenests dari AV.
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Gambar 2.10 Patogenesis akne. Biologi glandulasebasea (1) faktor hormonal (II)
yang terlibat dalam ekskresi sebum (VI) dan hiperkeratinisasi di
infundibulum (III). Akne dimulai sebagai mirokomedo vang
dihasilkan dari  hiperkeratinisasi di infundibulum dengan
penambahan ukuran dan jumlah lapisan granular. Mikrokomedo
perlahan berubah menjadi komedo terbuka dan komedo tertutup.
Kolonisasi propionebakterium aknes (IV) disaluran folikuler
berkembang dan menstimulasi produksi sitokin (VII) melalui 7o/l-
like reseptor (VII) menyebabkan lesi inflamasi. Nutrisi (V) mungkin
terlibat dalam patogenesis akne. IL-8, faktor kemotaktik netrofil,
menarik netrofil ke dalam dinding folikel. Pada suatu saat dinding
folikel akan ruptur, terjadi lesi granulomatous dengan indurasi
subkutaneus, jaringan parut dan keloid
(Kurorawa et al., 2009).

a. Biologi glandula sebasea
Glandula sebasea merupakan kelenjar holokrin dimana hasil sekresinya
dibentuk dari sel-sel glandula yang mengalami disintegrasi. Peningkatan

produksi sebum merupakan kejadian yang sejalan dengan timbulnya lesi

akne. Dengan berkembangnya penelitian yang menggunakan glandula

sebasea manusia sebagai model eksperimen didapatkan perluasan
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pemahaman dari banyak aspek baru dari fungsi glandula dibandingkan
dengan normal.

. Neuropeptida dan glandula sebasea

Neuropeptida (NPs) merupakan grup peptide heterogen yang secara
biologi bersifat aktif, yang didapatkan pada neuron baik pada sistem saraf
pusat maupun sistem saraf perifer. Pada glandula sebasea ditemukan
ekspresi reseptor NPs, seperti CRH, melanokortin, pf-endorphin,
vasoactive intestinal polypeptide, NP Y dan kalsitonin. Reseptor-reseptor
ini memodulasi produksi sitokin, proliferasi, diferensiasi, lipogenesis, dan
metabolism androgen di scbosit. NP substansi P (SP) ekspresinya
ditemukan pada saraf kulit di sekitar glandula sebasea pada penderita AV.
Substansi P menyokong proliferasi dan diferensiasi glandula sebasea dan
meningkatkan imunoreaktifitasnya dan ekspresi RNA dari faktor-faktor
proinflamatori. Hal ini akan menginduksi ekspresi endopeptidase neutral
(CD 10) pada sel-sel germinatif sebasea dan E-selectin pada venula-venuia
perisebasea. Endopeptidase dipeptidyl peptidase IV (DP IV atau CD26)
dan aminopeptidase N (APN atau CD 13) terlibat dalam degradasi NPs
terutama SP. Ekpresi SP ditemukan sangat tinggi pada sebosit in vivo dan

in vitro

. Hormon

Hormon androgen mempunyai peranan esensial pada patogenesis akme.
Sudah dipostulasikan bahwa androgen berperan pada awal inisisasi timbul
akne atau sebagai produksi berlebihan lokal androgen di kulit dan atau

tingginya ekspresi dan sensitivitas reseptor androgen yang mana keadaan




ini menerangkan formasi dari lesi akne. Pada glandula sebasea ditemukan

ekspresi dari enzim-enzim yang penting dari sistesis terstoteron de novo
dari  kolesterol, dari substansi J-a reduktase dan dar
dehidroepiandrosteron sirkulasi. Pengaruh androgen dalam patogenesis
akne berupa terjadinya proliferasi, diferensiasi sebosit dan keratinosit
infrainfundibulum. Ada tiga hal penting yang terjadi pada glandula
sebasea dalam patogenesis akne yang berkaitan dengan hormon androgen
yaitu proliferasi sebosit, diferensiasi sebosit dan lipogenesis, dan
komedogenesis. Proliferasi sebosit merupakan hasil dari efek stimulasi
testosteron dan DHT.
- Proliferasi sebosit
Testosteron dan SoDHT akan menstimulus proliferasi sebosit di
glandula sebasea
- Diferensiasi sebosit dan lipogenesis
Kombinasi testosteron dan asam linoleat menunjukkan efek sinergis
pada lipid sebasea. Dihidrotestosteron akan menambah tetesan lipid
intraseluler yang berlangsung lama schingga terjadi akumulasi
trigliserida. Proliferasi, diferensiasi dan lipogenesis melibatkan jalur
SREBP (sterol response element binding protein) yang merupakan
regulator kunci lipogenesis. Ekpresi SREBP dapat dideteksi pada
sebosit.
— Komedogenesis
Hiperproliferasi/hiperkeratinisasi terjadi di infrainfundibulum saluran

folikel, hal ini. menunjukkan tingginya aktivitas tipe I Ja-reduktase




yang berlokasi di folikel infrainfundibulum berkaitan dengan

diferensiasi keratinosit yang abnormal.
Semua hal tadi merupakan bukti bahwa androgen dapat menstimuli lipid

sebasea

. Hiperkeratinisasi

Kejadian awal yang paling krusial dalam timbulnya lesi akne adalah
hiperkeratinisasi di folikel infundibulum dan duktus sebaseus yang
menyebabkan  timbulnya  mikrokomedo. Pola  hiperkeratinisasi
menunjukkan retensi hiperkeratinisasi dengan meningkatkan jumlah dan
ukuran granula-granula keratohialin dan akumulasi tetesan lipid dan
menumpuknya skuama di folikel itu sendiri sehingga menimbulkan efek
penekanan. Interleukin  1-¢ pernah dilaporkan dapat menginduksi
hiperkeratinisasi dalam folikel infundibulun in vifro dan in vivo.
Keratinisasi yang abnormal berhubungan dengan gangguan diferensiasi
keratinosit infundibulum yang berkaitan dengan peningkatan ekspresi
filaggrin (protein agregat filamen). Bukan hanya terjadi hiperkaratinisasi
tetapi juga hiperproliferasi dapat diobservasi di dalam keratinosit
infundibulum melalui ekspresi dari markers hiperproliferatif keratin (K)6
dan KI16. Interleukin 1-u mengaktivasi keratinosit basal dengan
menginduksi ekspresi produksi K16 di sel-sel suprabasal pada tahap aktif.
Hal ini menunjukkan bahwa siklus aktivasi keratin dan keratinosit
berhubungan dengan hiperproliferasi keratinosit yang terbatas di
infrainfundibulum. Pada respon hormonal, peningkatan DHT yang bekerja

dalam keratinosit infundibulum menyebabkan hiperkeratinisasi abnormal.
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Keratinisasi folikel mungkin dipacu oleh kurangnya asam linoleat dan
peroksida di dalam sebum. Baru-baru ini diketahui bahwa PA ikut

berperan dalam pembentukan mikrokomedo.

. Bakteri

Keterlibatan PA dalam pathogenesis AV masih kontroversial karena
faktanya menunjukkan bahwa PA merupakan penghuni normal.
Pengkodean genome PA menunjukkan potensi patogen dari bakteri ini.
Kemungkinan ini kemudian didukung dengan observasi PA menginduksi
ekspresi peptide antimikroba dan sitokin/kemokin proinflamasi yang
berasal dari berbagai tipe sel. Sifat-sifat patogenik alami dari PA dikaitkan
dalam patogenesis akne yang menimbulkan kemungkinan bahwa strain-
strain PA dapat menyebabkan infeksi oportunistik yang memperburuk lesi
AV. Kelas phylogenetic PA ini berbeda tidak hanya dalam produksi sekret
protein tapi juga kemampuannya untuk menginduksi respon imun yang
berbeda di keratinosit dan sebosit. Perbedaan utama adalah pada
kemampuan untuk menginduksi ekspresi hBD-2. Walaupun hBD-2 tidak
mempunyai efek langsung antimikroba terhadap PA tetapi dia mempunyai
aktivitas yang sinergis dengan cathelicidine. Aktivitas total antimikroba
PA di unit pilosebasea disebabkan karena adanya peptide-peptida anti
mikroba dan juga lipid-lipid anti bakteri yang bekerja bersama-sama.
Berbagai peptide antimikroba diekspresikan pada kulit yang sehat tanpa
adanya tanda-tanda inflamasi yang dapat terlihat, menunjukkan peptida

antimikroba menginduksi keadsan hilangnya sitokin proinflamasi/
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kemokin. Mikrobiota penghuni kulit dapat memfasilitasi induksi peptide
antimikroba tanpa inflamasi.

Sebum

Peningkatan produksi sebum karakteristik dengan AV walaupun bukan
suatu kaitan yang erat dengan terbentuknya lesi AV. Pertumbuhan
glandula sebasea dan peningkatan ekskresi sebum menunjukkan fenomena
yang dialami oleh semua orang dewasa tapi hanya beberapa kasus yang
berkaitan dengan gangguan metabolisme lipid. Beberapa variasi
metabolisme lipid yang pemnah didapatkan pada pasten AV, termasuk
penurunan asam linoleat. Banyak penelitian membuktikan bahwa
desaturasi asam lemak sebaseus dapat menyokong timbulnya AV dengan
peningkatan rasio saturasi/monosaturasi bersama dengan reduksi
desaturasi enzimatik dari C16.20 berkaitan dengan jumlah lesi. Kekhasan
sebum yang didapatkan pada pasien akne adalah didapatkannya
lipoperoksida, utamanya karena peroksidasi sekualen dan penurunan kadar
vitamin E sebagai antioksidan utama dari sebum. Kelanjutan menjadi
reaksi inflamasi diawali dengan hiperkeratinisasi di akroinfundibulum dan
manifestasi dari lesi AV. dalam konteks ini baik lipoperoksida maupun
asam lemak monosaturasi (MUFAs) mampu untuk menginduksi
proliferasi dan diferensiasi keratinosit oleh karena itu peroksida mampu
untuk menginduksi produksi sitokin proinflamasi dan mengaktivasi
Peroxsisome Proliferator-activated Reseptor (PPARs). Keadaan seborea
tidak bertanggung jawab atas timbulnya AV. hal ini ditunjukkan dengan

keberhasilan terapi dengan bahan yang tidak berefek pada ekskresi sebum




dapat menghambat proses inflamasi, seperti antibiotik, retinoid topikal,

azelaic acid dan benzoil peroxide.

. Nutrisi

Akne vulgaris dikendalikan oleh hormon dan growth factor (insulin-like
growth factor (IGF-1)) yang beraktivitas di glandula sebasea dan di
keratinosit kanalis pilaris. Produk makanan yang berisi 5-a reduced steroid
hormone dan precursor steroid DHT yang mengatur fungsi glandula
sebasea dan fungsi keratinosit filaris. Kadar IGF-1 selama masa remaja
sejalan dengan aktivitas AV dan sinergis dengan hormon steroid. Vitamin
A sangat dibutuhkan untuk fungsi normal folikel dan kadar vitamin A
tersebut selalu kurang pada usia remaja. Diet asam lemak mempengaruhi
inflamasi, beberapa proinflamasi, beberapa antiinflamasi. Asam linoleat
berperan ambivalen pada AV. Akne vulgaris dapat diatasi dengan
mengontrol hormon dan inflamasi.,, yang mana keduanya dapat
dipengaruhi oleh diet. Suplemen vitamin A mungkin dapat membantu
mereduksi sumbatan di pori-pori. Penyumbatan kanalis pilaris
menimbulkan efek mekanik. Produksi keratinosit ke dalam sistem yang
tertutup menyebabkan peningkatan tekanan infrakanal sehingga
menyebabkan hipoksia di bagian pusat dari duktus. Hal ini membuktikan
bahwa lingkungan yang anoksik yang menimbulkan pertumbuhan koloni
PA intraduktus kemudian diikuti dengan pecah dinding duktus, pelepasan
antigen dan menyebabkan atau memperburuk AV berupa lesi inflamasi

papula. Jalur inflamasi ini disebabkan oleh mediator-mediator, sitokin-

-
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sitokin dan kemokin-kemokin yang menyebabkan epifenomena kimia dan

biologis pada AV.

. Sitokin

Pada glandula sebasea normal didapatkan sitokin-sitokin, dan sitokin-
sitokin ini dipengaruhi oleh banyak faktor. Interleukin-la, TNF-a, IL-6
dan IL-8 dilepaskan ke dalam supernatan dari sebosit yang tidak
mengalami stres. Pada sebosit dengan lingkungan stres jumlah sitokin
yang dilepaskan akan meningkat. Pada pasien AV didapatkan ekspresi
IL-6 yang lemah pada kulit yang tidak sakit dan ekspresi kuat didapatkan
pada kulit yang sakit. IL-8 menunjukkan ekspresi kuat di sebosit pasien
yang sakit dibandingkan dengan sebosit pada orang yang nommal. CRH
meningkatkan pelepasan IL-6 dan IL-8 dari sebosit melalui jalur IL-1B
independen. Pada sistem POMC a-MSH peptide menekan IL-1p yang
menginduksi pelepasan IL-8. Alfa MSH merupakan mediator proinflamasi
pusat pada patogenesis akne dengan inflamasi. Pada kultur sebosit
didapatkan ekspresi Plateled Activating Factor Reseptor (PAF-R).
Plateled Activating Factor Resepfor ini terlibat dalam regulasi ekspresi
mediator-mediator inflamasi termasuk diantaranya cyclooxigenase-2,
prostaglandin dan IL-8. Ektopeptidase yang didapatkan pada sebosit juga
memodulasi regulasi sitokin. Penghambatan ektopeptidase ini
menimbulkan penekanan endogenus IL-1 resptor antagonis.

Toll-like Reseptor (TLRs)

Toll-like reseptor merupakan protein transmembran yang berperan penting

dalam respon imun yang segera terhadap mikroba atau penyerang lain.
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Ada sepuluh jenis TLRs yang dapat ditemukan pada manusia. Ekspresi
TLRs terutama pada sel-sel imun seperti monosit, makrofag, sel dendritik
dan granulosit. Stimulus TLRs meniru aksi IL-1 @ dan menyokong
produksi sitokin proinflamasi, prostaglandin, leukotrin (LT) dan kemokin.
Sistem sitokin pada monosit mampu diinduksi oleh aktivasi TLR2 oleh PA
tapi ekspresi TLR2 yang aktif di keratinosit menunjukkan implikasi PA
dan TLR2 mempengaruhi timbulnya lesi inflamasi. Semua ini
menunjukkan bahwa melalui jalur ini, sistem imun segera dapat mengenali
komponen mikroba dan kemudian menginduksi sistem sitokin pada
pathogenesis AV. pada kultur sebosit manusia didapatkan ekspresi TLR2,
TLR4, CD14, IL-1 a, IL-1p, IL-6 dan IL-8. Sebosit mampu memproduksi
lipid antimikroba, peptide antimikroba yang menunjukkan aktivitas
sinergis dan menginduksi sitokin proinflamasi melalui mekanisme TLR
dan CD14. Glandula sebasea sudah ditetapkan mempunyai fungsi dengan
link antara lipid, metabolisme lipid, protein antimikroba, innate imunity
epithelial, yang mana semua ini merupakan hal penting yang terlibat
dalam patogenesis AV.

Folikel pilosebasea merupakan manifestasi dari patogenesis AV yang

secara berulang dipengaruhi oleh multifaktor seperti peningkatan produksi sebum,
perubahan kualitas lipid sebum, regulasi steroidogenesis di kulit, aktivitas
androgen, interaksi dengan NPs, bahan-bahan pro dan antiinflamasi,
hiperkeratinisasi folikuler dan proliferasi PA di dalam folikel. Peningkatan
ekskresi sitokin merupakan hal utama yang berkaitan dengan timbulnya AV.

Asam lemak beraktivitas dalam bentuk terikat pada reseptor inti seperti PPARs.




Lipid glandula sebasca mempunyai bahan-bahan langsung pro dan antiinflamast

yang dapat menginduksi jalur 5-lipooksigenase dan siklooksigenase? di sebosit
yang kemudian diikuti dengan produksi lipid proinflamasi. Selanjunya hormon

androgen akan mengatur ukuran glandula sebasea dan produksi sebum.

2.3.5 Gambaran klinis AV (Longshore, 2003)
2.3.5.1. Lesi non inflamasi
Lesi non inflamasi adalah lesi yang tidak disertai dengan peradangan.

1. Mikrokomedo adalah muara folikel rambut yang tersumbat oleh keratin
epidermis folikel yang hanya terlibat secara mikroskopis

2. Komedo terbuka atau blackhead komedo adalah komedo dengan muara
folikel terbuka dan terlihat ujung hitam karena mengandung pigmen

3. Komedo tertutup atau whitehead komedo adalah komedo dengan muara
folikel tertutup, berupa papul milier berwarna putih kekuningan, bila pecah
menyebabkan lesi inflamasi di dermis.

2.3.5.2. Lesi inflamasi

Lesi inflamasi adalah lesi yang disertai peradangan.

I. Pustula merupakan gelembung berisi nanah, berukuran kurang dari 0,5 cm
garis tengah, berwarna kemerahan.

2. Papula merupakan benjolan padat yang berwarna kemerahan, sirkumskrip,
berukuran kurang 0,5 cm garis tengah.

3. Nodula merupakan benjolan berwarna kemerahan dengan ukuran lebih
kecil dari 1 cm garis tengah, dapat berisi nanah dan dapat menyebabkan

timbulnya jaringan parut atau sikatrik.
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4. Kista merupakan benjolan yang terdiri dari ruangan berdinding yang berisi
hasil dari dindingnya sendiri, berukuran 1 ¢m garis tengah.
2.3.5.3. Jaringan parut/ sikatrik / scars
Jaringan parut / sikatrik / scars dapat berupa atrofik, hipertrofik, keloid
dan pitted, terdiri dari jaringan yang tidak utuh, relif kulit tidak normal,
permukaan kulit licin dan tidak terdapat adneksa kulit. Lesi atrofik kulit akan
mencekung, lesi hipertrofik menenjol karena kelebihan jaringan ikat atau keloid
menonjol lebih tinggi dari permukaan kulit dan pitted kulit tampak seperti

berlubang-lubang kecil.

2.3.6 Klasifikasi AV (Dreno ef al., 2004)
Klasifikasi AV dibuat berdasarkan atas tipe atau variasi dari penyakit, ada
tidaknya inflamasi dan dari bentuk atau morfologi lesi. Berdasarkan ada
tidaknya inflamasi AV dibagi menjadi dua bagian yaitu :
1. Lesi non inflamasi atau tanpa peradangan :
a. Mikrokomedo
b. Komedo terbuka dan komedo tertutup
2. Lesi inflamasi atau dengan peradangan
a. Pustula
b. Papula
c. Nodula
d. Kista

3. Jaringan parut/ scars / keloid




Klasifikasi berdasarkan morfologi lesi :
1. Akne komedonal

Lesi hanya terdiri dari komedo terbuka dan komedo tertutup

Gambar 2.11 Akne komedonal (Dreno et al., 2004)
2. Akne papulopustular

Lesi sebagian besar terdiri dari papula dan pustul

Gambar 2.12 Akne papulopustular (Dreno et al., 2004)
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3. Akne nodulokistik atau konglobata

Lesi sebagian besar berupa nodul dan kista

Gambar 2.13 Akne nodulokistik atau konglobata (Longshore., 2003)
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32 Penjelasan Kerangka Konsep

Faktor genetik, kondisi stres dan hormonal merupakan faktor-faktor yang
mempunyai peranan penting dalam terjadinya penyakit kulit. AV merupakan penyakit
kulit tersering terjadi di berbagai negara. Pada AV terjadi perubahan-perubahan
penting pada glandula sebasea kulit, meliputi hiperkeratinisasi folikel pilosebasea
sehingga menyebabkan tecjadinya sumbatan di kanalis folikularis sebasea, produksi
sebum meningkat akibat differensiasi sebosit yang abnormal, diikuti dengan
kolonisasi bakteri PA yang akan memicu inflamasi akibat pecahnya komedo ke
jaringan dermis.

Gen sitokrom P-450 merupakan supergen famili dari enzim-enzim yang
berperan dalam metabolisme yang luas. Human sitokrom P-450 141 yang disebut
juga sebagai CYP1A] merupakan subfamili isozim paling aktif dalam metabolisme
vitamin A. Gen human sitokrom P-450 CYP1A1 mengatur enzim CYP1AL. Vitamin
A (retinol) sebagai retinoid endogen alami dan metabolitnya berperan dalam
proliferasi keratinosit epidermis dan sebosit. Adanya variasi genetik pada izozim
CYPIAl menyebabkan perubahan kapasitas metabolik secara interindividu. Gen
human CYP 1A1 berlokasi pada Jong arm sitokrom 15 (15q22-q24) dan berisi 7 exon
dan 6 infron dengan panjang total 5,810 bp. Mutasi yang pertama kali ditemukan
disebut sebagai alel m1 merupakan transisi Thymine menjadi cytosine (T menjadi C)
terjadi pada posisi 6235 membuat tempat cleavage tambahan untuk Mspl pada 3’
flanking region 1,194 bp downstream exon 7.

Polimotfisme gen CYP1A1 alel m1 menimbulkan perubahan efikasi biologis

dari retinoid alami yang aktif menjadi komponen yang tidak aktif sehingga kurangnya
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retinoid alami yang aktif menyebabkan hiperkeratinisasi dari kanalis folikularis
pilosebasea sehingga terjadi penyumbatan dan differensiasi sebosit yang abnormal
sehingga jumlah sebum meningkat dengan akibat timbul komedo yang kemudian
akan diikuti dengan peningkatan kolonisasi PA yang akan memicu pelepasan sitokin
proinflamasi sehingga terjadi AV.

Kulit manusia merupakan organ yang secara kontinu terekspos stresor
endogen maupun eksogen. Stresor lingkungan/environment seperti sinar matahari,
iklim, termal secara permanen akan memajan kulit, demikian juga dengan stresor
psikologis/emosional, sebagaimana diketahui kulit merupakan target organ dari
stresor psikologis/femosional. Pada saat tubuh terpajan oleh stresor, otak sebagai
sistem saraf pusat akan merespon dengan mengaktifkan sistem HPA-axis sentral.
Kulit dan apendiksnya mempunyai fungsi periferal yang ekuivalen dengan HPA-axis
sentral sebagai suatu sistem respon stres lokal sebagai kutaneus HPA-axis. Sehingga
dapat dijelaskan, hubungan otak dan kulit dalam proses respon terhadap stres dimana
kedua sistem HPA axis (sentral dan lokal) dapat diaktifkan. Pada respon sistemik
HPA Axis sentral terhadap stresor akan dilakukan persepsi oleh sensor stres yang
berlokasi di sentral dan aksi sentral ini dimulai dijalankan melalui pelepasan CRH
yang diproduksi oleh hipotalamus yang mana CRH ini akan menstimuli reseptor di
pituitari. CRH akan meningkatkan produksi dan sekresi bagian anterior pituitary
yang diatur oleh POMC (propiomelanocortin), berupa peptida melanocy! stimulating
hormone (MSH), ACTH dan endorphin. Selama pelepasannya ke sirkulasi ACTH
akan menuju ke glandula adrenal dan mengaktivasi MC2 reseptor (MC2-R) yang

menginduksi produksi dan sekresi kortisol (Bohm., 2009).
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Peningkatan produksi dan sekresi kortisol dari glandula adrenal kedalam darah akan
memicu timbulnya inflamasi pada glandula sebasea sehingga terjadi AV.

Pada respon HPA-axis kutaneus/perifer terhadap stres, kulit akan merespon
dengan memproduksi secara lokal CRH, ACTH dan GCs, pelepasan sitokin-sitokin
proinflamasi dan pertunasan serabut-serabut saraf SP. Coficotropin releasing
hormone merupakan modul proksimal dari HPA-Axis kutaneus/periferal. Coficotropin
releasing hormone akan mengikat pada protein sebagai CRH binding protein (CRH
BP) dan pada reseptor coticotropin (CRHR). CRH, CRHBP, CRHRI, CRHR2
diekspresikan pada sebosit glandula sebaseca. CRH kemudian akan menginduksi
sintesa lipid dan meningkatkan ekspresi A5-38 hydroxysteroid dehidrogenase (A5-3f
HSD) yang merupakan enzim yang merubah DHEA menjadi testosteron pada sel
sebosit. CRH juga akan meningkatkan aktivitas imun Keratinosit dengan
meningkatkan interferon gamma yang menstimulasi ekspresi Infercellular Adhesion
molecule satu (ICAM 1) dan HLADR antigen yang mana akan meningkatkan IL-6
dan menginhibisi produksi IL-1B dari keratinosit. Substansi P merupakan suatu
substansi imuno reaktif serabut syaraf yang berlokasi dekat dengan glandula sebasea.
Ekspresi substance P inactivating enzyme berupa suatu neutral endopeptidase yang
ditemukan pada sebosit. Selanjutnya nerve Growth Hormone akan menimbulkan
imunoreaktivasi dari sebosit dengan meningkatkan jumlah sel mast dan ekspresi
endothelial leucocyte adhesion molecule satu pada kapiler vena yang berdekatan
dengan glandula sebasea. Interleukin-6 merupakan molekul yang diproduksi sel mast
yang akan menginduksi sel sebosit untuk memproduksi nerve Growth Jfactor. Semua

hal diatas menunjukkan indikasi bahwa stres sentral atau lokal/perifer akan memicu

Eal
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perubahan di glandula sebasea berupa peningkatan lipogenesis, diferensiasi sel
keratinosit epidermis dan sebosit, pelepasan sitokin-sitokin proinflamasi yang pada
akhirnya akan memicu timbulnya AV.

Hormon androgen pada masa prepubertas diproduksi oleh korteks adrenal,
muncul sebagai pengaktif glandula sebasea. Pada masa ini konsentrasi DHEA
(Dehydroepiandrosterone) dan DHEAS (Dehydroepiandosteron Sulfat) plasma
secara normal mulai ‘'meningkat. Onset ini diikuti dengan kemunculan adrenal
Androstenedione 1 atau 2 tahun kemudian, yang mana kira-kira pada waktu yang
bersamaan terjadi peningkatan produksi testosterone gonadal (Gonadarche). Pada
masa gonadal, fungsi gonad mengambil alih fungsi korteks adrenal dalam mensintesa
testosteron. Pada masa ini hormon androgen diproduksi oleh gonald dan glandula
adrenal, dimana androgen yang diproduksi merupakan mayoritas dari androgen yang
bersirkulasi. Unit pilosebasea merupakan target dari circulating androgen.
Circulating androgen akan mengikat ke reseptor androgen yang berlokasi di lapisan
basal glandula sebasea. Androgen yang berinteraksi dengan reseptor androgen adalah
testosteron dan DHT. Kulit dan glandula sebasea juga mampu untuk memproduksi
dan memetabolisir hormon androgen. Unit pilosebasea mensintesa hormon androgen
yang relatif lemah seperti DHEA dan DHEAS. Pilosebasea unit juga mampu
mengubah DHEAS menjadi Androstenedione dengan enzim 3 B — hydroxisteroid
dehydrogenase (3-p HSD) dan mengubah Androstenedione menjadi androgen yang
lebih poten yaitu Testosteron dengan enzim 17 p HSD. Testosteron diubah oleh 5 o
reduktase menjadi Defiydrotestosteron (DHT) yang merupakan metabolit androgen

yang paling aktif di unit pilosebasea. Hormon androgen testosteron yang berlebihan
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akan menyebabkan produksi sebum yang berlebihan pada glandula sebasea.

Selanjutnya sebum akan bercampur dengan sel kulit mati dari folikel yang mengalami

hiperkeratosis dan bakteri yang ada dipermukaan kulit membentuk sumbatan di pori-

pori sebagai suatu komedo. Pada sumbatan pori atau komedo tersebut bakteri akan

bermultiplikasi dan menyebabkan inflamasi. Dinding sel bakteri PA yang terdiri dari

Peptidoglican dan asam lipoteichoic dapat memperkuat aktivitas imun dari keratinosit

dan sebosit yang distimulasi androgen dengan peningkatan pelepasan sitokin seperti

IL- Ia, [L-8, TNF « dari sel-sel tersebut. Sehingga pada akhirnya keadaan di atas akan

memicyu timbulnya AV,

3.3 Hipotesis Penelitian

L.

Adanya hubungan antara polimorfisme gen CYPIA] alel m/ dengan akne
vulgaris?

Polimorfisme gen CYPIAl alel ml meningkatkan resiko untuk menderita
akne vulgaris

Adanya hubungan hormon stres kortiso! dengan akne vulgaris

Kadar kortisol tinggi meningkatkan resiko untuk menderita akne vuigaris
Adanya hubungan hormon testosteron dengan akne vulgaris

Testosteron meningkatkan resiko untuk menderita akne vulgaris




BABIV

METODE PENELITIAN

4.1 Jenis Dan Desain Penelitian
Penelitian ini merupakan penelitian observasional dengan pendekatan
cross-sectional study comparative dimana variabel dependen dan independen di

periksa dalam waktu yang bersamaan.

4.2 Populasi dan sampel
4.2.1. Populasi

Populasi penelitian adalah seluruh pasien yang menderita AV dan tidak
menderita AV berjenis kelamin pria yang berusia 17-18 tahun yang bertempat
tinggal di kota Pekanbaru yang datang berobat ke poliklinik Kulit dan Kelamin
RSUD Arifin Achmad Pekanbaru.
4.2.2, Sampel

Sampel penelitian adalah bagian dari populasi yang memenuhi kriteria
inklusi dan kriteria eksklusi
4.2.3. Jumlah Sampel

Jumliah sampe! diambil dengan menggunakan rumus : (Snedecor &

Cochran., 1967, Lemeshowb., 1997, dikutip dari Suyatno., 2013)

N1=N2=Z2P.Q
&2
N = jumlah sampel minimal yang diperlukan

d = Peyimpangan terhadap populast = 0,1

Z = Derivat baku dengan tingkat kepercayaan = 0,05
50
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P = Proporsi penyakit = 0,1
Z=1,96 (a 0,05)
Q=1-0,1=09

Ni1=N2=(1,96)x0,1x0,9
(0,1

N1 =N2=35
jumlah sampel dan kontrol =70
4.2.4. Kriteria Inklusi dan Eksklusi

Kriteria Inklusi

&

Semua pasien pria berusia 17-18 tahun

Pada saat penelitian dilakukan, usia subyek lebih dari 16 tahun 6 bulan
dan kurang dari 18 tahun 6 bulan.

b. Bertempat tinggal di Pekanbaru

c. Pola tidur dalam batas normal (6-8 jam)

d. Bersedia menandatangani informed consent

Kriteria eksklusi

a. Mendapatkan terapi obat-obatan terhadap penyakit akne
(topikal/sistemik) kurang dari 1 bulan sebelum pemeriksaan.
b. Menderita penyakit peradangan
Definisi kontrol
Adalah subyek yang didiagnosis bukan akne vulgaris yang memenuhi
kriteria inklusi dan ekskresi.
4.2.5. Teknik Pengambilan Sampel

Cara pengambilan sampel dilakukan dengan cara konsekutif, dimana

sampel diambil secara berurutan, setiap pasien yang terdeteksi menderita akne
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dihitung sebagai sampel, sesuai dengan kriteria inklusi dan eksklusi sampai
jumlah sampel! yang diperlukan terpenuhi. Seleksi kelompok kontrol yaitu subyek
yang tidak menderita akne diambil dengan cara yang sama secara bersamaan dari
pasien yang datang berobat ke poliklinik Kulit dan Kelamin RSUD Arifin

Achmad Pekanbaru.

4.3 Variabel penelitian dan definisi operasional variabel
43.1 Variabel penelitian
43.1.1 Variabel bebas

1. Polimorfisme gen CYP1Al alel ml

2. Hormon stres kortisol

3. Hormon testosteron

4.3.1.2 Variabel Tergantung
Akne Vulgaris
43.2 Definisi Operasional Variabel Penelitian
Variabel Bebas
1. Polimorfisme Gen CYP1A1 alel m!

a. Definisi : keragaman gen CYP 1Al yang merupakan salah satu
subfamili isozim yang paling aktif dalam metabolisme retinoid
endogen dan vitamin A endogen pada glandula sebasea.

b. Cara ukur : memeriksa polimorfisme gen CYP1AI

c. Alatukur: PCR - RFLP

d. Hasil ukur : restriksi dan tidak restriksi

e. Skala ukur : nominal
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2. Hormon kortisol

a. Definisi : hormon glukokortikoid utama yang disekresi oleh korteks

€.

adrenal, mempunyai aktivitas imunosupresif dan antiinflamasi
sebagai feedback negative dan peningkatan kadarnya dapat terjadi
pada stimulus stres berat. Kadar hormon kortisol adalah konsentrasi
kortisol serum yang diukur dari subyek penelitian pada waktu dan
keadaan iklim lingkungan yang sama.

Cara ukur : mengukur kadar hormon kortisol darah

Alat ukur : ELISA

Hasil ukur : kadar dalam ng/mL

Skala ukur : ratio

3. Hormon testosteron

a. Definisi : hormon androgen utama yang bersifat poten, beredar

dalam darah, merupakan hormon seks steroid yang berperan pada
manifestasi pubertas intemal dan ekstemnal, yang pada awal
prepubertas diproduksi oleh korteks adrenal dan kemudian setelah
pubertas pada pria hormon ini diproduksi di testis dan glandula
adrenal. Kadar hormon testosteron adalah konsentrasi testosteron
serum yang diukur dari subyek penelitian.

Cara ukur : mengukur kadar hormon testosteron darah

Alat ukur : ELISA

Hasil ukur : kadar dalam ng/mL

Skala ukur : ratio




Variabel Terikat

Akne vulgaris

4.4. Baha

4.4.1.

4.4.2,

Definisi : penyakit kulit berupa peradangan unit pilosebasea yang
ditandai dengan adanya lesi berupa komedo, papula, pustule, nodula,
kiste dan atau jaringan parut pada tempat predileksi wajah, leher,
lengan atas, dada, bahu atau punggung (Odom., 2000).

Cara ukur ; pemeriksaan fisik inspeksi, palpasi dermatologis

Alat ukur : Loop

Hasil ukur : akne vulgaris dan tidak akne vulgaris

Skala ukur : nominal

n dan instrumen penelitian
Bahan yang diperlukan dalam penelitian
Darah vena cubiti penderita 10mL diambil pada jam 08.00 pagi
untuk pemeriksaan polimorfisme gen CYP1Al, kadar kortisol dan
kadar testosteron.
Instrumen penelitian
1. Kaca pembesar (Loop)
2. Timbangan berat badan merk Healtho Meter dengan ketelitian
0,1kg
3. Microtoise merk Stanley Molo dengan ketelitian 0,1 mm
4. PCR dan elektroforesis
5. Reagensia untuk pemeriksaan gen CYP1Al

6. Human Cortisol ELISA Kit
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7. Testosterone Human ELISA Kit
8. ELISA
4.4.3. Cara pemeriksaan laboratorium
1. Polimorfisme Gen CYP1Al alel mI (Paraskevaidis et af, 1998)
o Prosedur isolasi DNA dari sampel darah

-Pipet darah sebanyak 200 pl. kedalam tabung mikrotube
1,5ml

- Tambahkan 200 pL buffer BB, vortex sampai homogeny

- Kemudian tambahkan 20 pL proteinase K, vortex sampai
homogeny

- Inkubasi pada suhu 65°C selama 10 menit

—Setelah selesai inkubasi kemudian tambahkan 200 gL etanol
absolute, vortex sampai homogeny

- Pindahkan semua larutan ke dalam tabung spin column

- Kemudian sentrifuge pada kecepatan 5000 g selama 1 menit

- Buang larutan di bawahnya, kemudian tambahkan 500 pL
wash buffer ]

- Kemudian sentrifuge pada kecepatan 5000 g selama 1 menit

- Buang larutan di bawahnya, kemudian tambahkan 500 uL
wash buffer 2

- Kemudian sentrifuge pada kecepatan 5000 g selama 1 menit

- Buang larutan di bawahnya, kemudian tambahkan 500 pL
wash buffer 2

— Kemudian sentrifuge pada-kecepatan 14000 g selama 3 menit
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-Ganti spin column dengan tabung mikrotube 1.5ml,
kemudian tambahkan 100 pL elution buffer yang telah
dipanaskan pada suhu 65°C

~ Kemudian sentrifuge pada kecepatan 5000 g selama 1 menit

- Simpan larutan di bawahnya pada suhu -20°C

o Carakera PCR
- Tambahkan ke dalam tube PCR
v 12,5 pL deram taq
v 8,5 pLdH20
v 1 puL primer P79
v 1 uL primer P80
v 3 uL DNA sampel

-Kemudian tube PCR dimasukkan ke dalam mesin PCR

dengan program

v Pre denaturasi = 94°C selama 2 menit

Denaturasi = 94°C selama 20 detik

v
v' Anaeling = 62°C selama 10 detik 32 siklus
v Extensi = 72°C selama 30 detik
v Final extensi = 72°C selama 5 menit
~ Hasil produk PCR dielektroforesis selama 1 jam dengan 120
volt
- Hasil elektroforesis dilihat pada tabel gel doc, hal ini
bertujuan untuk melihat apakah ada gen target yang

teramplifikasi
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-Setelah didapatkan gen target kemuadian produk PCR
ditambahkan enzim restriksi dengan komposisi
v" Produk PCR =20 pL
¥" Nuclease free water = 6,5 pL
v Buffer V2=35 uL
v" Enzim Mspl = 0,5 uL
—Kemudian diinkubasi selama 16 jam pada suhu 37°C dan
65°C selama 20 menit
-Kemudian hasilnya dielektroforesis selama 1 jam dengan
voltase 120 volt
- Setelah itu dilihat pada tabel gel doc untuk melihat apakah

gen target terpotong atau tidak

. Hormon Kortisol (R&D systems)

Prinsip pemeriksaan

Pemeriksaan ini didasarkan atas teknik pengikatan kompetitif
pada kortisol yang didapatkan pada sampel bersaing dengan
sejumlah kortisol yang dilabel dengan HRP (Horseradish
Peroksidase) untuk menempati pada antibodi monoklonal
tikus. Selama inkubasi, antibodi monoklonal akan berikatan
dengan antibodi kambing yang dilapisi anti tikus. Diikuti
pencucian untuk melepaskan konjugat ekses dan sampel yang
tidak terikat, suatu larutan substrat ditambahkan pada sumur
untuk menentukan aktifitas enzim pengikat. Perubahan warna

dihentikan dan hasil absorpst dibaca pada 450nm. Intensitas
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warna adalah secara sebaliknya proporsional untuk
konsentrasi dari sampel kortisol (menunjukkan konsentrasi
kortisol sampel).
Cara pemeriksaan
Encerkan sampel dan buat larutan standar
Tambahkan 150 ul calibrator diluents RD5-43 ke dalam
sumur NSB
Tambahkan 100 pl calibrator diluents RDD5-43 ke dalam
sumur zero
Tambahkan 100 pi sampel dan standart ke masing-masing
sumiur
Tambahkan 50 pl cortisol conjugate ke semua sumur,
Larutan akan berubah warna menjadi merah
Tambahkan 50 pl primary antibody solution ke suma
sumur. Semua larutan akan berwarna ungu (violet) kecuali
NSB yang tetap berwama merah
Tutup lempeng dengan plastik film
Inkubasi pada suhu ruang selama 2 jam sambil di shaker
Siapkan larutan wash buffer dengan konsentrasi 1x
Setelah inkubasi buang semua larutan dan cuci dengan wash
buffer dengan volume 300 ul. ulangi pencucian dengan toal
pengulangan 4x.
Keringkan lempeng di atas kertas tisu

Siapkan substrat solution R
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- Tambahkan 200 pl substra solution ke semua sumur dan

inkubasi selama 30 menit pada suhu ruang serta lindungi
dari cahaya

Setelah selesai inkubasi tambahkan 50 pl stop solution ke
semua sumur. Larutan akan berubah warna dari biru

menjadi kuning

- Baca dengan panjang gelombang 450nm.

3. Hormon Testosteron (R&D systems)

Prinsip pemeriksaan

Pemeriksaan ini didasarkan atas teknik pengikatan bersaing
suatu antibodi monoklonal spesifik untuk testosteron akan
berikatan dengan antibodi kambing yang dilapisi anti tikus
kedalam plat mikro. Diikuti pencucian untuk melepaskan
ekses antibodi monoklonal. Testosteron sampel bersaing
dengan sejumlah testosteron yang dilabel HRP (Horseradish
Peroksidase). Kemudian diikuti dengan pencucian lain untuk
melepaskan ekses konjugat dan sampel yang tidak mengikat.
Suatu larutan substrat dimasukkan kedalam sumur untuk
menentukan aktifitas enzim. Perkembangan warna dihentikan
dan hasil absorpsi dibaca pada 450 nm. Intensitas warma
menunjukkan konsentrasi testosteron sampel.

Cara pemeriksaan

- Siapkan reagen, standart dan sampel

- Tambahkan-primary antibody solution ke semua sumur
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Semua sumur akan berwarna biru

Inkubasi selama 1 jam pada suhu ruang sambil di aduk
dengan kecepatan 500 rpm

Buang semua larutan, kemudian cuci dengan wash buffer
(300 pL). Ulangi pencucian sampai total pencucian 3 kali.
Kemudian balikkan lempeng di atas kertas tisu sampai
kering

Tambahkan 100 pL calibrator diluents RD5-48 ke semua
sumur

Tambahkan 100 pL catibrator diluents RD2-48 ke sumur
blank sebagai standart 0

‘Tambahkan 100 pL standart dan sampel ke masing-masing
sumur

Tambahkan 50 puL testosteron conjugate ke semua sumur,
tutup lempeng dengan adhesive strip

Inkubasi selama 3 jam pada suhu ruang sambil di aduk
dengan 500 rpm

Ulangi langkah kelima

Tambahkan 200 uL substrate solution ke semua sumur,
inkubasi selama 30 menit pada suhu ruang

Tambahkan 50 pL stop solution ke semua sumur. Larutan
akan berubah warna dari biru menjadi kuning

Baca lempeng dengan panjang gelombang 450 nm

-t
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4. Akne vulgaris : pemeriksaan fisik inspeksi, palpasi

dermatologis

4.5. Persyaratan Etik Penelitian
Penelitian ini dilakukan pada manusia dan bahan yang dipakai adalah
darah vena. Sebelum melakukan penelitian, dimintakan persetujuan etik kepada
Panitia Etik Penelitian Fakultas Kedokteran Universitas Riau. Di dalam protokol
penelitian dilampirkan informasi yang disampaikan kepada subyek penelitian
yang bisa dibaca oleh calon subyek penelitian yang dikenal dengan istilah
Penjelasan Sebelum Persetujuan (PSP) yang menerangkan tujuan dan manfaat
penelitian serta alasan calon subyek diikutsertakan dalam penelitian, diberi
informasi dimana subyek bebas menolak bila tidak berkenan ikut penelitian ini,
waktu yang diperlukan, imbalan yang didapat, pemberitahuan hasil penelitian,
resiko penelitian dan manfaat langsung. Setelah calon subyek penelitian
menyatakan kesediannya ikut dalam penelitian, subyek penelitian menandatangani
persetujuan (informed consent).
Implikasi etik pada penelitian ini mengikuti ketentuan Deklarasi
Helsinki. Pelaksanaan penelitian ini dikelola melalui organisasi penelitian, dengan
jalan antara la.iﬁ:
1. Semua tenaga yang terlibat dalam penelitian ini diberikan pembekalan
terlebih dahulu dengan :
e Memberikan informasi yang lengkap dan jelas tentang tujuan
penelitian.

e Memberikan pelatihan sesuai dengan kegiatan yang akan dilakukan.




4.6.

e Kemampuan dan ketetapan dalam melakukan pencatatan dan

memverifikasinya.

e Mempersiapkan laporan hasil penelitian dengan baik.

. Peneliti menjamin kerahasiaan dokumen yang berkaitan dengan data

subyek.

. Penelitian ini dilakukan dan diawasi oleh dokter yang mempunyai

kompetensi.

. Peneliti sangat menghormati kepentingan subyek dan selalu

mengutamakannya daripada kepentingan ilmiahnya sendiri.

. Peneliti akan memberikan informasi yang akurat kepada pihak yang

berkepentingan apabila diperlukan.

. Segala akibat yang ditimbulkan pada pelaksanaan penelitian ini yang

menyangkut tindakan intervensi terhadap pasien adalah menjadi

tanggung jawab peneliti.

Pemantapan Mutu (Quality assurance)

Pada penelitian ini dilakukan pemantapan mutu untuk menjamin
ketelitian dan ketepatan hasil pemeriksaan laboratorium. Cakupan
pemantapan mutu meliputi tahap praanalitik, analitik dan paskaanalitik.
Dalam penelitian ini upaya pemantapan mutu sudah dimulai dari persiapan
subyek, pengambilan sampel, pengiriman dan penyimpanan sampel
pemeriksaan dan pencatatan hasil.
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4.8. Prosedur pengambilan dan pengunmpulan data penelitian

Data dikumpulkan dengan mengikuti langkah-langkah yang sudah

disepakati sebagai suatu prosedur tetap. Langkah-langkah pengumpulan data

adalah sebagai berikut :

1.

Mempersiapkan protokol, formulir penelitian/status penderita, persiapan
kit pemeriksaan laboratorium, dan perizinan dari Komite Etik Penelitian
Kesehatan dan Kepala Bagian Kulit dan Kelamin RSAA/FK UR.

Setiap akan memulai pemeriksaan dilakukan simulasi terlebih dahulu
agar dicapai sinergi sesame anggota tim, kemudian dilakukan
pemeriksaan pada calon subyek.

Setelah subyek penelitian diberi penjelasan (persetujuan setelah
penjelasan = PSP) untuk berpartisipasi pada penelitian ini dan
menyetujuinya, maka diikuti dengan penandatanganan informed
consent.

Dilakukan pengisian formulir identitas subyek lengkap seperti usia
subyek, jenis kelamin, suku, tempat tinggal, pekerjaan, hasil
pemeriksaan fisik tinggi badan dan berat badan.

Dilakukan seleksi calon subyek sesuai dengan kriterta inklusi

Anggota tim pengamat (observer) melakukan telaah terhadap
kelengkapan dan nilai data yang dicantumkan dan disamping itu peneliti
pendamping mempunyai tanggung jawab melakukan koding data.
Upaya yang dilakukannya adalah memeriksa segala kekurangan atau
ketidaklengkapan pencatatan sebelum formulir data dikirimkan untuk

data entry.
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Formulir yang sudah ditelaah dan diterima kemudian disimpan dalam

komputer

Langkah terakhit adalah mendeskripsikan data dan melakukan koding

yang selanjutnya data siap dianalisis.

4.9. Kerangka Operasional Penelitian
POPULASI
KRITERIA
< INKLUSI DAN
1 EKSKLUS!
SAMPEL
PENELITIAN
I
KONTROL AKNE
( TIDAK AKNE)) VULGARIS
PEMERIKSAAN PEMERIKSAAN
F X 4 X
POLIMORFISME KADAR KADAR POLIMORFISME KADAR KADAR
Gen CYPIAL alel KORTISOL TESTOSTERON Gen CYPIAL alel KORTISOL TESTOSTERON
mi SERUM SERUM mi SERUM SERUM
h 4
Analisis Statistik

Gambar 4.1 Diagaram kerangka operasional penelitian
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4.10. Pengolahan dan Analisis Data
Setelah dilakukan proses editing, coding, processing dan cleaning data
diolah secara komputerisasi (Sopiyudin., 2009).
4.10.1. Analisis univariat
Analisis univariat digunakan untuk melihat distribusi data masing-
masing variable dan kemudian disajikan dalam bentuk tabel dan diagram.
Data terdiri dari karakteristik polimorfisme gen CYP1Al, kadar hormon
Testosteron darah dan kadar hormon Kortisol darah.
4.10.2. Analisis bivariat
Setelah variabel bebas dan variabel tergantung diketahui selanjutnya
dilakukan analisis bivariat untuk menentukan hubungan dan kemaknaan
dengan melakukan uji chi square.
4.10.3. Analisis multivariat
Untuk melihat variabel yang paling dominan maka uji statistik yang
digunakan adalah regresi logistik. Tahapan analists multivariat meliputi

pemilihan variabel kandidat multivariat dan analisis interaksi.




BABY

HASIL PENELITIAN

5.1 Gambaran umum subyek penelitian

Pengumpulan data dilakukan di poliklinik rawat jalan ilmu penyakit kulit
dan kelamin Rumah Sakit Umum Daerah Arifin Achmad Pekanbaru dari bulan
Desember tahun 2013 sampai dengan bulan Maret tahun 2014. Subyek peneclitian
adalah pasien yang datang berobat ke poliklinik ilmu penyakit kulit dan kelamin
yang mana dilakukan pemeriksaan status dermatologis kulit dikelompokkan
sebagai kelompok kasus dengan gambaran klinis akne vulgaris sebanyak 35
subyek dan sebagai kelompok kontrol adalah subyek dengan gambaran klinis
tidak menderita akne vulgaris sebanyak 35 subyek. Pemilihan subyek penelitian
dilakukan dengan memperhatikan kriteria inklusi dan eksklusi.

Sebaran subyek penelitian berdasarkan karakteristik dapat dilibat pada
tabel 5.1. Sebaran karakteristik subyek penelitian berdasarkan umur, Indeks masa

tubuh, suku dan pendidikan.
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Tabel 5.1. Karakteristik subyek penelitian

Kelompok
Kasus n=35 Kontrol n=35 Kemaknaan
1. Umur
17 tahun 18 (51,4%) 15 (42,9%)
18 tahun 17 (48,6%) 20 (57,1%) t=10,480
Rerata 17,5+ 0.5 17,6 £ 0.5
. Indeks Masa Tubuh (IMT)
Normal 33 (94,3%) 33 (94,3%)
p=1,000
Kegemukan 2 (5,7%) 2 (5,7%)
. Suku
Minang 8 (22,9%) 11 (31,4%)
Melayu 18 (51,4%) 15 (42,9%)
Batak 2 (5,7 %) 3 (8,6%) p=10,857
Jawa 5(14,3%) 5(14,3%)
China 1 (2,9%) 1(2,9%)
Nias 1(2,9%) 0 (0,0%)
. Pendidikan
Mahasiswa 19 (54,3%) 21 (60,0%)
SMA 13 (37,1%) 7 (20,0%) p=0,174
SMK 3 (8,6%) 7 (20,0%)

Keterangan: t =wji t ; X = uji chi-square bermakna bila p<0,05

Dari tabel 5.1 didapatkan rerata usia subyek penelitian pada kelompok
kasus setara dengan usia subyek penelitian pada kelompok kontrol. Indeks masa
tubuh (IMT) subyek penelitian pada kedua kelompok umumnya normal, masing-
masing sama banyak yaitu 33 subyek (94,3%). Pada kedua kelompok subyek
penelitian suku melayu didapatkan lebih banyak daripada suku lainnya, yaitu 18
orang (51,4%) pada kelompok kasus dan 15 orang pada kelompok kontrol.
Pendidikan subyek penelitian lebih dari separuh adalah mahasiswa yaitu 19 orang

(54,3%) pada kelompok kasus dan 21 orang (60,0%) pada kelompok kontrol.
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Hasil uji statistik menunjukkan kesetaraan umur, IMT, suku maupun pendidikan
antara kelompok kasus dan kelompok kontrol.

Tabel 5.2 Tipe akne pada subyek penderita akne

Tipe akne Kelompok kasus
Komedonal 2 (5,7%)
Papulopustul 33 (94,3%)
Nodulokistik 0 (0,0%)

Jika ditelusuri lebih lanjut tentang tipe akne pada subyek penderita akne
maka tabel 5.2 menunjukkan bahwa mayoritas akne adalah tipe papulopustul,
diikuti dengan tipe komedonal. Pada penelitian ini tidak didapatkan tipe

nodulokistik.

5.2 Hubungan polimorfisme gen CYP1A1 dengan akne vulgaris

Polimorfisme gen CYP1A1 diperoleh dari hasil analisis DNA dari 300 uL
darah subyek penelitian. Ekstraksi DNA dilakukan terhadap semua sampel
penelitian (n = 70) oleh peneliti dibantu secorang analists menggunakan vivantis
GF-1 kit di laboratorium Biomedik UNAND. Selanjutnya ekstraksi DNA

dielektroforesis menggunakan agarose 1%.
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Gambar 5.1 Hasil elektroforesis DNA subyek penelitian
(M=marker sampel no. A1-AS5)

Gambar 5.1 menunjukkan hasil elektroforesis DNA dari lima sampel
penelitian. Dari hasil ini dapat disimpulkan bahwa intensitas DNA yang diperoleh
cukup baik.

Setelah DNA diperoleh, selanjutnya dilanjutkan proses amplifikasi dengan
menggunakan primer P79 dan P80 dengan alat PCR. Gambar 5.2 menunjukkan
hasil amplifikasi DNA dengan menggunakan prmer P78 dan P80.

M

300bp

Gambar 5.2 Hasil amplifikasi DNA dengan primer P79 dan P80
(M = marker, sampel no. Al dan B1)




Pada gambar 5.2 terlihat hasil amplifikasi PCR 2 sampel penelitian dengan
menggunakan primer P79 dan P80 menunjukkan hasil amplifikasi adalah DNA
gen CYPIAI karena memiliki ukuran 335bp.

Setelah proses amplifikasi selesai, untuk mengkonfirmasi polimorfisme
gen CYP1AI alel ml maka dilakukan proses sekuensing pada beberapa sampel.

Gambar 5.3 menunjukkan hasil sekuensing dari sampel A1.

| ' . il | ‘_.i
Il pill 1l ]

I | L} | | | {1 Y] | |

‘ \ i ) I Ty il
| i I LD AARNANEY l LRRILY .'
Al Ak 1\13\_.»-.,'..‘..'.1-'.- AR ,_J..,;,L,h il ehijd {

TTGTTTCACTGTAACCTCCACCTCCC
GGGCTCACACGATTCTCCCACCTCA
Gambar 5.3 Hasil sekuensing dari sampel A1

Setelah hasil sekuens subyek penelitian didapatkan selanjutnya untuk
konfirmasi, data sekuens dimasukkan ke data NCBI atau proses BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool), untuk memastikan apakah gen tersebut benar
merupakan gen CYPIAL. Gambar 5.4 menujukkan hasil BLAST dari sampel

nomor Al.

Color key for alignment scores

1 10 20 30 40 50 60 T0 80 920

Gambar 5.4 Hasil BLAST sampel nomor Al.
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Dan gambar 5.4 terlihat bahwa alhgnment sampel Al menunjukkan garis-
garis merah yang sesuai dengan skor alignment 80-200 dan >200 pada kunci
warna skor alignment. Data gambar BLAST dari NCBI disertai keterangan
sequences producing significant alignment bahwa sekuens subyek Al adalah
Homo sapiens Cytochrom P450, family 1, subfamily A polypeptide 1 (CYP1AT)
gene complex (max score 176, total score 176 query cover 100%, E-value 3e-41
ident 99%, accession EF 094025.1).

Setelah proses BLAST selesai, dilanjutkan dengan konfirmasi hasil
sekuens yang dianalisis dengan software Geneious version 7.0 created by
hiomatters, untuk mengetahui polimorfisme dari gen CYP1A1 subyek penelitian.

Dengan hasil analisis seperti terlihat pada gambar 5.5.

1. A1_F_Forward.ab1

2. CYP1A1_m1 aflele

3. CYP1A1_wt allole

Gambar 5.5 Hasil analisis sekuensing sampel no. A1 dengan software genius
Pada polimorfisme gen CYP1Al, alel ml gen CYP1A1l akan mengalami
perubahan atau transisi dari 7hymine menjadi Cytosine (T menjadi C). Pada
gambar 5.5 tampak alel m1 gen CYP1A1 sampel nomor Al terlihat mengalami
perubahan atau transisi 7/hymine menjadi Cyrosine (T menjadi C) pada tempat
pemotongan enzim restriksi Mspl pada area ujung 3° 130bp dibawah dari ekson 7.

Enzim restriksi Mspl mempunyai sisi pengenalan CCGG. Semua 1m
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membuktikan bahwa pada sampel Al didapatkan alel ml sebagai polimorfisme
gen CYP1AL,

Setelah konfirmasi analisis sekuensing dengan software Genious selesai,
dilanjutkan dengan RFLP dengan menggunakan enzim restriksi MSP1 untuk
membuktikan adanya restriksi pada polimorfisme gen CYP1Al. Diketahui DNA
yang tidak menunjukkan restriksi sebagai alel homozigot wti//wtl, DNA yang
menunjukkan restriksi 3 fragmen sebagali alel heterozigot wtl/ mI dan DNA yang
menunjukkan restriksi 2 fragmen sebagai alel homozigot mi/ml.

Gambar 5.6 menunjukkan hasil RFLP dari sampel Al dengan

menggunakan enzim restriksi Mspl pada suhu 37° C selama 16 jam.

Gambar 5.6 Hasil RFLP gen CYP1A1 dengan enzim MSPI
(M=marker, no sampel Al dan B1)

Gambar 5.6 menunjukkan bahwa pada sampel A1 dan B1 dapat direstriksi
oleh enzim Mspl, menjadi 3 fragmen dengan panjang 335bp, 206bp dan 129bp ini
berarti alelnya adalah heterozigot wrl/ml. Tabel 5.3 menunjukkan hasil RFLP

subyek penelitian.
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Tibe] 5.3 Hasfl RFLP polimarfisme gean CYPIAI pada subpyek penelitia

Polimorfisme gen CYP1Al Akne Tidak akne
Tidak ada restriksi (wtl/wtl) 6 (17,1%) 11 (31,43%)
Restriksi 3 fragmen (wt1/m1) 29 (82,9%) 24 (68,57%)
Restriksi 2 fragmen (m1/m1) 0 (0%) 0 (0%)
Total 35 (100%) 35 (100%)

Dari tabel 5.3 diketahui bahwa pada kelompok akne didapatkan 6 subyek
(17,1%) yang tidak mengalami restriksi, 29 subyek (82,9%) yang mengalami
restriksi tiga fragmen dan tidak ada subyek yang mengalami restriksi 2 fragmen
(0%). Sedangkan pada kelompok tidak akne didapatkan 11 subyek (31,43%) yang
tidak mengalami restriksi, 24 subyek (68,57%) yang mengalami restriksi tiga
fragmen dan tidak ada subyek yang mengalami restriksi 2 fragmen (0%).

Tabel 5.4 menunjukkan hubungan polimorfisme gen CYP1Al dengan
akne vulgaris.

Tabel 5.4 Hubungan polimorfisme gen CYP1A1 dengan akne vulgaris

Kel k
Polimorfisme gerni comes P value OR
CYPIAL Akne Tidak Acne
Ada restriksi 29 (82,9%) 24 (68,57%) 1.94 291
Tidak ada restriksi 6 (17,1%) 11 (31,43%)
Total 35 (100%) 35 (100%)

Dari tabel 5.4 didapatkan perbedaan jumlah kejadian restriksi
(polimorfisme gen CX'fPlAl alel m1) pada kelompok akne dan kelompok tidak
akne dimana lebih banyak kejadian restriksi pada kelompok akne yaitu 29
subyek (82,9%) sedangkan pada kelompok tidak akne adalah 24 subyek (68,57%),
pada uji Chi-square tidak didapatkan hubungan signifikan antara restriksi

polimorfisme CYP1Al dengan kejadian akne (p > 0,05). Tetapi terdapat




kecenderungan peluang untuk terjadinya akne 2,21 kali lebih besar pada yang ada
restriksi polimorfisme gen CYP1A1 dibandingkan dengan yang tidak ada restriksi

polimorfisme gen CYPIA1 (OR>1).

5.3 Hubungan kadar kortisol dengan akne vulgaris

Tabel 5.5 Hubungan kadar kortisol dengan akne vulgaris

. Kelompok
Kortisol R
orase Akne Tidak akne P °
tinggi 19 (54.3%) 18 (51.4%)
0,057 1,12
rendah 16 (45.7%) 17 (48.6%)
Total 35 (100%) 35 (100%)

Tabel 5.5 ini menunjukkan bahwa kejadian kadar kortisol tinggi lebih banyak
ditemukan pada kelompok akne (54,3%) dari pada kelompok tidak akne yaitu
(51,4%). Dengan uji Chi-square tidak didapatkan perbedaan bermakna kadar
kortisol antara kelompok akne dan tidak akne (p>0,05). Tetapi terdapat
kecenderungan peluang untuk terjadi akne 1,12 kali lebih besar pada kadar

kortisol tinggi dibandingkan dengan kadar kortisol rendah (OR>1).

5.4 Hubungan kadar testosteron dengan akne vulgaris

Tabel 5.6 Hubungan antara kadar testosterone dengan akne vulgaris

Kelompok

Testost OR
estosteron Akne Tidak akne P
tinggi 14(40%) 21 (60%)
2,80 0,44
rendah 21 (60%) 14 (40%)

Total 35(100%) 35 (100%)
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Tiabel 56 menunjikian pade kedlompdk akne Gdbiih hanyadk ditermkean kadar
testosteron rendah (60%) dibandingkan kelompok tidak akne (40%). Kadar
testosteron rendah kelompok akne masih dalam batasan normal berdasarkan nilai
standar normal kadar hormon testosteron serum. Hasil uji Chi-square
menunjukkan tidak terdapat perbedaan kadar testosteron yang bermakna pada
kelompok akne dan kelompok tidak akne (p>0,05) tetapi terdapat kecenderungan
perlindungan untuk terjadinya akne 0,44 Kali lebih besar pada kadar testosteron

tinggi dibandingkan dengan kadar testosteron rendah (OR<1)

3.5  Faktor paling dominan berhubungan dengan akne vulgaris

Untuk mengetahui faktor yang paling dominan berhubungan dengan akne
vulgaris, maka dilakukan analisis multivariat. Tahapan analisis multivariat
meliputi pemilihan variabel kandidat multivariat dan analisis interaksi. Kemudian
dilakukan analisis regresi logistik. Hasil analisis regresi logistik dapat dilihat pada

table 5.7.




Table 5.7. Analisa regresi logistik antara polimorfisme gen CYP1Al, kortisol dan

testosteron dengan akne vulgaris

B S.E. Wald df Sig. Exp(B)

POLI 1,191 592 4,051 1 044 3,289

KOR 028 027 1,080 1 207 1,029
Step 1°

TEST -, 064 071 818 1 366 938

Censtant -1,310 1,545 719 1 397 270

POLI 1,121 579 3,753 1 ,063 3,069
Step 27 KOR ,018 025 .558 1 ,A55 1,019

Constant -1,794 1,455 1,518 1 218 ,166

POLI 1,049 ,569 3,404 1 ,065 2,856
Step 3*

Constant - 773 494 2,454 1 M7 462

Hasil analisis regresi logistik pada tabel 5.7 memperlihatkan variabel
polimorfisme gen CYPIAl merupakan faktor yang paling dominan pada

terjadinya akne vulgaris. ‘




BAB VI

PEMBAHASAN

6.1 Hubungan polimorfisme gen CYP1A1 dengan akne vulgaris

Gen CYPIAl merupakan salah satu gen yang diduga berhubungan
dengan kejadian akne. Sampai saat ini sudah teridentifikasi dua polimorfisme gen
CYPI1A1 yang berhubungan dengan kejadian akne, yaitu m/ dan m2.

Pada penelitian ini dilakukan identifikasi adanya polimorfisme gen
CYP1Al mI pada penderita akne dibandingkan dengan orang normal. Ditemukan
alel m1 pada posisi 6235 dimana terjadi mutasi dari Thymine (T) menjadi Cytosine
(C) yang mana pada RFLP tampak sebagai restriksi menjadi tiga fragmen pada
panjang 335bp, 205bp dan 134bp yang berarti adanya alel ml! heterozigot
(wtl/ml). Pada kelompok akne jumlah subyek yang mengalami restriksi-
Polimorfisme gen CYPIALl alel m/ lebih banyak dibandingkan dengan kelompok
tidak akne yaitu 82,9% pada kelompok akne dan 68,5% pada kelompok tidak
akne. Uji statistik menunjukkan tidak ada hubungan bermakna antara
Polimorfismen gen CYPlIAl dengan kejadian akne vulgaris pada subyek
penelitian. Uji faktor resiko menunjukkan subyek dengan Polimorfisme gen
CYP1Al beresiko 2,21 kali lebih besar untuk menderita akne vulgaris
(odds ratio = 2,21 95% confidence limits 0,71 - 6,87).

Hasil penelitian ini bersesuaian dengan hasil penclitian sejenis yang
dilakukan sebelum ini oleh Paraskevaidis (1998) di Jerman yang melibatkan 96
pasien akne dan 408 orang nonnal. Melalui pengamatan restriksi fragmen sebagai

polimorfisme alel m/ pada penderita akne dibandingkan dengan orang normal.
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Didapatkan presentasi tinggi dari alel m/ pada penderita akne dengan frekuensi
alel mI 8,33% pada penderita akne dan 6,99% pada orang normal {odds ratio 1,21
95% confidence limits 0,68-2,16 p = 0,057).

Penelitian oleh Tsai tahun 2005 mengenai polimorfisme gen CYP1Al dan
GSTMI merupakan predisposisi terjadinya lesi kulit berupa chloracne, gangguan
kuku, hyperkeratosis dan alergi kulit pada populasi yang terpapar oleh
polutanpolichlorinated biphenyls (PCBs) dan dibenzolfurans (PCDFs) yang
mengkontaminasi minyak makan di Taiwan, yang melibatkan 393 orang yang
terpapar dan 181 orang yang tidak terpapar. Pada subyek yang terpapar kuat
didapatkan prevalensi gangguan kulit lebih tmgg: pada kelompok yang terpapar,
kombinasi CYP1Al-Mspl mutan genotype dan GSTMI-null genotype
berhubungan dengan peningkatan risiko terjadinya chloracne (OR=2,8)
sedangkan pada kelompok yang terpapar sedang, GSTMI-null berhubungan
dengan alergi kulit dan GSTTI-null genotype tidak berhubungan dengan
kerentanan gangguan kulit. Hasil penelitian Tsai ini mendapatkan polimorfisme
gen CYPIA] dan GSTM1 mungkin berhubungan dengan kerentanan gangguan
kulit yang diinduksi PCB/PCDFs.

Meskipun mekanisme hubungan patogenesis akne dengan polimorfisme
gen CYP1A] masih belum jelas tapi hipotesis variasi genetik CYPIA] akan
menyebabkan perubahan kapasitas metabolik vitamin A atau retinol di glandula
sebasea kulit schingga terjadi peningkatan oksidasi dan ekskresi vitamin A,
menimbulkan efek sama dengan defisiensi vitamin A (Nilsson and
Hakansson., 2002). Oksidasi berlebikan dari vitamin A dapat memicu terjadinya

akne. Gen CYPIAl- diketahui berhubungan dengan stress oksidatif
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akibat TCDD (Nebert et al., 1993). Pernah dilaporkan TCDD sebagai penyebab
yang dapat meningkatkan oksidasi dan ekskresi vitamin A serta reduksi retinoid
hepar (Nilsson et al., 2000). Defisiensi retinoid alami aktif akan memicu
diferensiasi sebosit yang abnormal dan hiperkeratinisasi kanalis folikularis
schingga timbul akne. Polimorfisme CYP1Al berdampak terhadap kerentanan
seseorang untuk menderita akne vulgaris (Paraskevaidis et al., 1998). Retinoid
juga dapat mempengaruhi proliferasi  Kkeratinosit epidermal dan
sebosit (Gollnick., 2003).

Pada kelompok kontrol juga didapatkan adanya polimorfisme
gen CYP1A] walaupun gambaran klinisnya tidak menunjukkan adanya akne. Hal
ini mungkin discbabkan adanya asupan makanan yang mengandung bahan
retinoid atau vitamin A. Sehingga kekurangan retinoid alami yang terjadi pada

kelompok ini dapat digantikan dengan retinoid yang berasal dari makanan.

6.2 Hubungan antara kadar kortisol dengan akne vulgaris

Pada penelitian ini tidak dijumpai perbedaan kadar kortisol yang bermakna
terhadap timbulnya penyakit akne, walaupun demikian, dari hasil uji statistik
dijumpai peningkatan resiko atau kerentanan pada kelompok kasus dengan kadar
kortisol tinggi terhadap terjadinya akne (odds ratio 1,12 95% confidence
limits 0,43-2,86). Artinya seseorang yang mendapatkan stres akan mengalami
peningkatan kadar kortisol serum, dimana peningkatan kadar kortisol tersebut
dapat memicu bertambah parahnya akne yang diderita.

Hasil penelitian lain mengenai hubungan stress dengan akne vulgaris yang

dilakukan oleh Kraaus untuk membuktikan hubungan antara stress dan akne serta
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asam lemak bebas di kulit dilakukan penelitian pada 8 subyek pria dan 1 subyek
wanita mahasiswa fakultas kedokteran tahun pertama. Pemeriksaan dilakukan
dalam waktu sepuluh minggu selama waktu ujian pendidikan. Hasil penelitian
menunjukkan adanya hubungan bermakna antara jumlah asam lemak bebas
permukaan kulit dan kejadian akne vulgaris pada subyek penelitian yang
mendapatkan stress selama waktu yjian.

Pepelitian Chiu  tahun 2003 megenai respon kulit terhadap stress
dilakukan dengan melibatkan 22 subyek (15 wanita, 7 pria) selama menjalani
ujian pendidikan. Penilaian diukur dengan menggunakan alat photonumeric leeds
acne scale. Dengan menggunakan analisis regresi dan menilai efek dari variabel
counfounding seperti waktu tidur, kualitas tidur dan jumlah serta kualitas
makanan per hari. Secara statistik menunjukkan hubungan bermakna antara
peningkatan keparahan akne dengan peningkatan level stress (1=0,61, p<0,01).

Penelian Zouboulis tahun 2009 mengenai hubungan stress dengan akne
vulgaris yang melibatkan 33 pasien akne dan 8 orang normal dengan usia yang
hampir sama. Penelitian dilakukan dengan memeriksa ekspresi CRH, CHR-BP
dan CRH-R pada glandula sebasea lesi akne dibandingkan dengan kulit normal
secara imunohistokimia. Hasil penelitian menunjukkan ekspresi kuat dari CRH
pada sel glandula sebasea kulit dengan lesi akne dan lemahnya ekspresi CRH pada
kulit tanpa lesi akne dan pada kulit normal. Penelitian ini membuktikan adanya
peranan CRH sistem pada patogenesis akne vulgaris. Uji statistik menunjukkan
adanya hubungan bermakna antara ekspresi CRH dengan akne vulgaris.

Stres perifer maupun sentral akan mengaktifkan sistem HPA-Axis sentral

di otak dan sistem HPA-Axis kutaneus karena kulit dan apendiknya mempunyai




fungsi periferal yang ekuivalen dengan HPA-axis sentral. Respon sistemik HPA—
axis sentral dimulai dijalankan melalui pelepasan CRH yang diproduksi oleh
hipotalamus yang mana CRH ini akan menstimuli reseptor di pituitary. CRH akan
meningkatkan produksi dan sekresi bagian anferior pituitary yang diatur
oleh POMC (propionemelanocrtin) berupa peptide MSH, ACTH dan endorphin.
Selama pelepasannya ke sirkulasi ACTH akan menuju ke glandula
adrenal dan mengaktivasi MC2R yang menginduksi produksi dan sekresi
kortisol (Bohm., 2009). Peningkatan produksi sekresi kortisol glandula adrenal ke
dalam darah akan menyebabkan peningkatan sintesis lipid sehingga pada akhimya
akan memicu timbulnya inflamasi pada glandula sebasea sebagai akne vulgaris.

Pada respon HPA-axis kutaneus terhadap stress, kulit akan merespon
dengan memproduksi secara lokal CRH, ACTH dan GCs. CRH akan mengikat
pada protein sebagai CRH-BP dan pada reseptor kortikotropin (CRH-R). CRH,
CRH-BP dan CRH-R diekspresikan pada sebosit glandula sebasea, dimana CRH
kemudian akan menginduksi sintesis lipid sehingga akhirnya akan terjadi akne.
Dengan demikian dapat dipahami bahwa pada respon terhadap stress di kulit
terjadi hubungan langsung antara produksi dan ekspresi CRH di glandula sebasea
kulit yang akan memicu sintesis lipid sehingga timbul akne.

Pada kelompok kontrol ternyata didapatkan subyek penelitian dengan
kadar kortisol tinggi. Hal ini mungkin disebabkan adanya faktor lain yang
menyebabkan hormon kortisol pada orang tersebut tidak memicu terjadinya
proliferasi dan diferensiasi sebosit dan keratinosit serta tidak terjadi peningkatan

sintesa lipid di kulit, diantaranya adalah faktor makanan.
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6.3 Hubungan kadar testosteron dengan akne vulgaris

Pada penelitian ini tidak dijumpai perbedaan kadar testosteron yang
bermakna terhadap timbulnya akne. Tetapi didapatkan kecenderungan
perlindungan terhadap terjadinya akne vulgaris 0,44 kali lebih besar pada kadar
testosteron tinggi dibandingkan kadar testosteron rendah.

Hasil yang berbeda didapatkan pada peneclitian yang sejenis yang telah
dilakukan oleh Ewadh tahun 2009 di kota Hilla Irak pada 73 pasien akne yang
terdiri dari 38 pria dan 35 wanita sebagai kelompok kasus dan 41 subyek sebagai
kontrol yang terdiri dari 19 pria dan 22 wanita. Hasil uji statistik menunjukkan
perbedaan yang signifikan dari peningkatan level serum testosteron antara
kelompok kasus dan kelompok kontrol pada grup pria dan tidak terdapat
perbedaan yang signifikan pada grup wanita.

Pada penelitian kami didapatkan kadar testosteron rendah lebih banyak
ditemukan pada kelompok kasus daripada kelompok kontrol, tidak didapatkan
hubungan bermakna antara kadar testosteron dengan kejadian akne. Namun pada
kelompok akne kadar testoteron rendah masih dalam batasan normal berdasarkan
nilai standar normal kadar testosteron serum. Sehingga dapat dikatakan bahwa
kadar testosteron kelompok akne masih normal. Kadar testosteron kelompok akne
masih dalam batas normal kemungkinan disebabkan karena subyek penelitian
pada penelitian ini adalah pria berusia 17-18 tahun dimana pada usia tersebut
terjadi peningkatan produksi hormon testosteron yang diperlukan untuk
perkembangan organ seksual sekunder dan sistem reproduksi. Sehingga
peningkatan kadar testosteron tersebut masih dalam batas normal dan tidak akan

memicu timbulnya akne. Dengan demikian akne yang muncul pada kelompok
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kasus menunjukkan kemungkinan bukan disebabkan oleh testosteron serum
melainkan disebabkan oleh faktor lain seperti genetik, makanan atau stress.

Adanya perbedaan hasil dengan penelitian yang dilakukan oleh Ewadh,
kemungkinan disebabkan karena perbedaan usia subyek penelitian yang dilibatkan
sehingga untuk penelitian lebih lanjut diharapkan melibatkan lebih banyak subyek
penelitian dengan usia yang lebih bervariasi, sehingga hormon testosteron yang
didapat tidak dipengaruhi oleh proses alami peningkatan produksi hormon
testosteron.
6.4 Faktor yang paling dominan berhubungan dengan akne vulgaris

Faktor paling dominan berhubungan dengan akne vulgaris diantara faktor
polimorfisme gen CYP1ALI, faktor kadar hormon stress kortisol dan faktor kadar
hormon testosterone dalam hubungan dengan terjadinya akne vulgaris adalah
polimorfisme gen CYPIAl sebagai faktor yang paling dominan terhadap
terjadinya akne vulgaris. Hal ini menunjukkan bahwa polimorfisme gen CYP1Al
merupakan faktor yang paling berpengaruh terhadap terjadinya akne vulgaris
daripada pengaruh kadar hormon stress kotisol maupun kadar hormon testosteron.

Pada variasi genetik CYP1A1 sebagai polimorfisme gen CYP1Al, terjadi
mutasi pada gen CYPIA] yang berperan mengatur fungsi enzim CYP1Al pada
metabolism vitamin A atau retinol di glandula sebasea, karena gen CYP1A1 dan
enzim CYP1Al sama-sama merupakan bahan protein, maka perubahan pada
protein gen juga dapat mengakibatkan perubahan pada protein enzim. Perubahan
pada protein gen maupun enzim bersifat menetap, sehingga adanya perubahan
atau mutasi pada gen CYP1Al menyebabkan perubaban kapasitas metabolik

- enzim CYP1ALl sehingga retinoid alami yang aktif berubah menjadi komponen




86

yang inaktif. Kurangnya retinoid alami pada glandula sebasea menyebabkan
diferensiasi sebosit yang abnormal dan hiperkeratinisasi kanalis folikularis, yang
mana keduanya dapat memicu akne. Hormon kortisol dan hormon testosteron
keduanya sama-sama terbuat dari bahan protein dan sama-sama dapat
berpengaruh terhadap proliferasi dan diferensiasi keratinosit dan sebosit di
glandula sebasea tetapi perubahan pada hormon kortisol atau hormon testosteron
tidak bersifat menetap melainkan tergantung dari kondisi yang menyebabkan
tinggl rendahnya kadar hormone tersebut didalam darah, sehingga apabila gen
CYPI1AI berfungsi normal maka proses proliferasi dan diferensiasi ketatinosit dan
sebosit yang dipicu oleh hormon kortisol atau hormon testosteron dapat diatasi
oleh metabolit retinoid sebagai komponen alami yang aktif yang dihasilkan dari
metabolisme retino oleh enzim CYP1Al normal, schingga tidak terjadi
hiperkeratinosis dan diferensiasi sebosit yang abnormal. Sebaliknya, bila gen
CYPIAl mengalami mutasi, maka walaupun kadar hormone stress kortisol
maupun kadar hormon testosteronnya normal pada subyek penelitian tetap bisa
terjadi akne vulgaris karena adanya defisiensi metabolit retinoid aktif yang
menyebabkan hiperkeratinisasi dan diferensiasi sebosit yang abnormal di glandula
sebasea yang akan memicu timbulnya akne vulgaris. Penelitian ini mempunyai
kekurangan karena pemeriksaan kortisol tidak dilakukan di kulit, tetapi di darah.
Walaupun sudah dilakukan eksklusi terhadap sampel yang memungkinkan
peningkatan kortisol darah tetapi kemungkinan ini masih dapat terjadi. Demikian
juga dengan pemeriksaan testosteron dimana pada penelitian ini faktor makanan

tidak menjadi perhatian, sehingga kemungkinan mempengaruhi hasil bisa saja

telja.di. .y




BAB VIl

KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

1. Tidak terdapat hubungan bermakna polimorfisme gen CYP1Al dengan
kejadian akne vulgaris.

2. Polimorfisme gen CYP1Al meningkatkan resiko untuk menderita akne
vulgaris.

3. Tidak terdapat hubungan bermakna kadar hormon stress kortisol dengan
kejadian akne vulgaris

4. Kadar hormon kortisol tinggi meningkatkan resiko untuk menderita akne
vulgaris.

5. Tidak terdapat hubungan bermakna kadar hormon testosteron dengan
kejadian akne vulgaris

6. Kadar testosteron tinggi meningkatkan perlindungan terhadap terjadinya
akne vulgaris.

7. Polimorfisme gen CYP1Al, merupakan faktor paling dominan terhadap
kejadian akne vulgaris.

7.2 Saran

1.

Pada penelitian hubungan polimorfisme gen CYPIAl dengan akme,
diharapkan pada penelitian selanjutnya dikaitkan dengan faktor lingkungan

seperti polutan yang memapar area Pekanbaru.
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2. Pada penelitian hubungan polimorfisme gen CYP1Al dengan akne,
diharapkan pada penelitian selanjutnya dikaitkan dengan faktor herediter.

3. Sintesa lipid yang meningkat pada glandula sebasea tidak hanya
disebabkan oleh hormon stres tetapi juga dapat dipengaruhi oleh faktor
lain, seperti makanan sehingga disarankan pada penelitian selanjutnya

dilakukan juga pada variabel faktor makanan.
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Pekanbaru / Fakultas Kedokteran Universitas Riau, sedang melakukan penelitian untuk mengetahui
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Lampiran 4

Nema
Umur/Tgl. Lahir
Jenis Kelamin
Pekerjaan
Alamat

Status
Pendidikan
Agama

Suku

Pemeriksaan Fisik :
Tinggi Badan : cm
Berat Badan ¢ kg

Status Dermatologis

Lokast

Efloresensi

Diagnosis

STATUS PESERTA
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Kelompok :




Lampiran 5. Master tabel

IMT Penyakit . Kadar Kadar
I]jr%t Umur (ig) (32) (Indeks Masa Suku Pendidikan Akne Tipe Acne Polug%rlii Sln;ﬁ Gen kortisdl | testosterone
Tubuh) Vulgaris (ng/ml) (ng/ml)
Al 18 84 182 25,37 0 0 1 1 1 39,13 11,30
A2 18 50 165 18,38 1 0 1 1 1 59,94 13,47
A3 18 62 165 22,79 0 0 1 1 1 54,48 14,16
A4 18 50 168 17,73 1 0 1 1 1 52,94 14,89
AS 17 63 161 24,32 2 0 1 1 1 61,50 19,95
Ab 17 60 164 22,30 0 1 1 1 1 60,20 15,57
A7 17 66 174 21,78 0 1 1 0 1 63,30 13,27
A8 18 46 162 17,56 1 1 1 1 1 53,78 18,41
A9 18 60 175 19,61 0 0 1 1 1 44,90 15,42
AlD 18 55 174 18,15 1 0 1 1 1 55,00 17,32
All 17 40 163 15,04 1 0 1 1 1 54,48 13,07
Al2 18 65 171 22,26 3 0 1 1 1 56,56 11,20
Al3 17 55 175 17,97 1 0 1 1 1 56,04 16,84
Al4 18 59 170 20,42 1 0 1 1 1 41,52 14,64
AlS 17 59 169 20,63 4 2 1 1 1 56,04 16,23
Al6 17 50 158 20,00 2 2 1 1 0 48,78 18,58
Al7 18 98 172 33,11 3 0 1 1 1 44,38 16,74
AlS 17 64 173 21,40 5 2 1 1 1 41,26 13,88
Al9 18 55 164 20,45 3 0 1 1 1 58,90 21,90
A20 18 55 165 20,22 1 0 1 1 1 50,86 14,92
A2l 18 50 177 17,57 1 0 1 1 1 51,38 21,57
A22 17 53 168 18,79 1 0 1 1 0 58,38 18,61
A23 18 63 168 22,34 3 0 1 1 0 54,22 14,61
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IMT Penyakit . Kadar Kadar

- | Urnur (ﬁg) (EE) (ndeksMasa | Suku | Pekeaan | Akne | Tipe Acne | FONTOTISME G| yopisol | testosterone
Tubuh) Vulgaris (ng/ml) (ng/ml)
A24 | 17 | 55 | 175 17,97 3 1 1 I 1 30,10 15,19
A25 | 17 | 70 | 172 | 2365 1 1 1 I 0 47,22 15,19
A26 | 17 | 88 | 171 30,13 1 I 1 1 0 52,68 21,67
A27 | 17 | 48 | 163 18,05 1 I I 0 0 59,68 16,64
A28 | 18 | 63 | 186 8,21 0 1 ] 1 1 56,04 12,66
A29 | 17 _| 51 | 167 18,28 I i ] 1 I 66,68 23,92
A0 | 17 | 59 | 165 21,69 1 i 1 1 1 47,74 14,49
A31 | 17 | 50 | 168 17,73 I 1 1 i 0 67,98 15,73
A2 | 17 | 66 | 174 | 21,78 0 1 1 I i 61,24 17,40
A33 | 17 | 41 | 165 15,07 0 I I 1 1 52,68 11,58
A34 | 18 | 50 | 177 15,97 1 0 I 1 I 47,74 5,80
A35 | 18 | 48 | 177 15,33 I 0 I 1 1 47,74 19,82
BI | 18 | 55 | 168 19,50 i 0 0 - I 52,16 20,96
B2 | 18 | 61 | 172 | 2061 I 0 0 - 1 49,04 16,38
B3 | 18 | 53 | 175 17,32 i 0 0 - 1 47,48 18,66
B4 | 18 | 66 | 163 24,81 1 0 0 - 1 54,48 19,32
Bs | 18 | 65 | 175 | 21,4 1 0 0 . 1 55,26 18,31
B6 | 17 | 46 | 171 15,75 3 1 0 : 1 76,02 29,29
B7 | 18 | 65 | 175 | 21,4 3 0 0 - I 50,34 17,55
BS | 17 | 48 | 169 16,78 0 I 0 - 0 51,38 13,60
BO | 17 | 70 | 168 | 2482 4 0 0 - 0 43,08 10,21
BIO | 18 | 60 | 170 | 2076 0 0 0 . 1 56,56 16,26
BIl | 18 | 92 | 176 | 2967 0 0 0 - 1 50,08 15,17
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IMT Penyakit . Kadar Kadar
Iljr(:t Umur (EB) (Zrﬁ) (Indeks Masa Suku Pekerjaan Akne Tipe Acne Polnggrrlf)i SIIELTI Gen kortisol | testosterone
g Tubuh) Vulgaris (g/ml) | (ng/ml)

B12 18 62 171 21,23 3 0 0 - 1 45,16 16,66
B13 18 64 165 23,53 0 0 0 - 0 51,38 21,06
B14 18 73 165 26,83 1 0 0 - 1 39,70 19,24
B15 18 57 175 18,63 3 0 0 - 1 59,94 18,33
B16 18 65 173 21,74 0 0 0 - 0 50,86 19,37
B17 18 56 173 18,73 3 1 0 - 0 45,66 16,81
B18 18 70 176 22,58 1 0 0 - 1 58,12 23,09
B19 18 50 177 15,97 1 0 0 - 1 54,74 17,85
B20 18 86 171 29,45 1 0 0 - 1 40,48 17,70
B21 17 54 174 17,82 0 1 0 - 1 57,86 16,71
B22 17 45 162 17,18 0 1 0 - 0 50,60 ‘9,40
B23 17 50 175 16,34 0 2 0 - 1 59,68 11,83
B24 17 45 160 17,58 1 2 0 - 1 59,68 11,45
B25 17 55 175 17,97 2 2 0 - 0 59,94 17,47
B26 17 55 176 17,74 2 2 0 - 0 62,00 18,46
B27 17 49 162 18,70 0 1 0 - 1 60,72 11,70
B28 17 48 167 17,20 1 2 0 - 0 63,30 24,93
B29 17 44 160 17,19 0 2 0 - 0 56,56 17,62
B30 17 65 160 25,39 2 0 0 - 1 40,22 7,73
B31 18 41 163 15,41 1 0 0 - 1 57,34 18,08
B32 18 50 165 18,38 1 0 0 - 1 64,36 15,17
B33 17 43 165 15,80 0 1 0 - 0 63,04 8,44
B34 17 40 160 18,62 \ 2 0 - 1 45,92 14,39
B35 18 55 172 18,58 1 0 0 - 1 33,22 12,21




Keterangan :
SUKU :

0 = Minang
1 = Melayu
2 = Batak

3 =Jawa

4 = Cina

5 = Nias

TIPE AKNE :
0 = komedonal
1 = papulo pustule

2 = nodulokistik

Pendidikan :
0 = Mahasiswa
1 = Pelajar SMA

2 = Pelajar SMK

POLIMORFISME GEN CYPIA1 RESTRIKSI :

0 = Tidak ada restriksi

1 = ada restriksi

PENYAKIT :
0 = tidak penderita akne

1 = 1penderita akne
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BB(Kg)

* SE  emmm————
Rumus IMT TBx TB (m)
Status Gizi Laki-laki
Normal 18-25
Kegemukan 25-27
Obesitas >27

*Dikutip dari Prof. Dr.dr. Azrul Azwar, MPH, 2004
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Lampiran 6. Hasil elektroforesis DNA

Sampel A
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Sampel B
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Lampiran 7. Hasil PCR

Al Bl Al Bl Al B1
PRIMER 20 03 prOMER 10 g PRIMER. ¥ ng

A2 A3 A4 AS B2 B3 P4 BS




106

Ab A7 A8 A9 AlI0 All A2

- —-———_—,‘__

HASIL PCR

Al7 A21 A28 AM 65 BZ7
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HASILPCR

Al4 ALS AIS A17 ALD AI9 A0 A21 A2 AZ3 A24 A5 A28 A27 A2S A20 A0 A3l A2
v oe Ejewey — ey N W e~ -

8 B7 83 B9 B8I1D Bl B12 Bi3 B14 B15 B16 B17 B18 819 B20 821 H22? H23 @24
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Lampiran 8. Identifikasi CYP1AI Genbank

http:/Awww.ncbi.nim.nih.govinuccore!1 17606757 ?repart=genbank

Homo sapiens cytochrome P450, family 1,
subfamily A, polypeptide 1 (CYP1A1l) gene,
complete cds

GenBank: EF094025.1

FASTA Graphics

Locus EF094025 9663 bp DNA linear PRI 13-NOV-
2006
DEFINITION Homo sapiens cytochrome P450, family 1, subfamily A,
poelypeptide 1

(CYP1Al) gene, complete cds.
ACCESSION EF034025

VERSION EF094025.1 GI:117606757
KEYWORDS
SOURCE Homo sapiens {(human)

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;
Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.
REFERENCE 1 (bases 1 to 9663)
AUTHORS Livingston,R.J., Rieder,M.J., Shaffer,T., Bertucci,C.,
Baier,C.N.,
Rajkumar,MN., Willa,H.T., Stanaway,I.B., Nguyen,C.P.,
Gildersleeve,H., Johnson,E.J., Swanson,J.E., McFarland,I.,

Park,C.
and Nickerson,D.A.
TITLE Direct Submission
JOURNAL  Submitted (30-0CT-2006) Genome Sciences, University of
Washington,
1705 NE Pacific, Seattle, WA 98195, USA
COMMENT To cite this work please use: NIEHS-SNPs, Environmental Genome
Project, NIEHS ES15478, Department of Genome Sciences, Seattle,
WA
(URL: http://egp.gs.washington.edu).
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..9663

/organism="Homo sapiens"
/mol_type="genomic DNA"
/db_xref="taxon:3606"
repeat region 29..3086
/rpt_family="L2"
/rpt_type=dispersed
variation 248
/frequency="0.09"
/replace="a"
variation 253
/frequency="0.01"




misc feature

variation

variation

variation

variation

ene

repeat region

variation

variation

variation

repeat region

variation

variation

variation

repeat region

variation

variation

110

/replace="t"
422..800
/note="Region not scanned for variation"
880 _

/ frequency="0,03"
/replace="a"

1357
/frequency="0.03"
/replace="a"

1367
/frequency="0.01"
/replace="t"

1479
/frequency="0.01"
/replace="t"

1820, .7807
/gene="CYP1Al"
join(1820..1915,4233..5083,5639..5765,5853..5942,
6034..6157,6303..6389, 6582, .7807)
/gene="CYP1Al"
/product="cytochrome P450, family 1, subfamily A,
polypeptide 1"
2027..2122
/rpt_family="MIR"
/rpt_type=dispersed
2090

/gene="CYP1A1"
/frequency="0.01"
/replace="g"

2213

/gene="CYP1Al"

/ frequency="0.02"
/replace="t"

2521

/gene="CcyYplal"

/ frequency="0.24"
/replace="t"
2879..2994
/xpt_family="MIR"
/rpt_type=dispersed
3048

/gene="CYP1A1"
/frequency="0.01"
/replace="c"

3395

/gene="CYPlAlL"
/frequency="0.01"
/replace="c"

3505

/gene="CYP1A1"

/ frequency="0.36"
/replace="t"
3547..3657
/rpt_family="MIR"
/rpt_type=dispersed
3707

/gene="CYP1A1"

/ frequency="0.01"
/replace="a"

3790




/gene="CYP1A1"
/frequency="0.01"
/replace="a"

repeat region 3887..4073

/rpt_family="MIR"

/rpt_type=dispersed

variation 3910
/gene="CYP1Al"
/frequency="0.01"
/replace="¢"

variation 4039
/gene="CYP1A1"
/frequency="0.01"
/replace="g"

CDS join(4259..5083,5638..5765,5853..5%42, 6034..6157,
6303..6389,6582..6867)
/gene="CYP1A1"
/codon_start=1
/product="cytochrome P450, family 1, subfamily A,
polypeptide 1"
/protein_id="ABK41999.1"
/db_xref="GI:117606758"

/translation="MLFPISMSATEFLLASVIFCLVFWVIRASRPQVPKGLKNPPGPW
GWPLIGHMLTLGKNPHLALSRMSQQYGDVLOIRIGSTPVVVLSGLDTIRQALVROGDD
FKGRPDLYTFTLISNGQSMSESPDSGPVWAARRRLAQONGLKSFSIASDPASSTSCYLE
EHVSKEAEVLISTLOELMAGPGHFNPYRYVVVSVTNVICAICFGRRYDHNHQELLSLV
NLNNRFGEVVGSGNPADFIPILRYLPNPSLHAFKDLNEKEYSFMOKMVKEHYKTFEKG
HIRDITDSLIEHCQEKQLDENANVQLSDEKIINIVLDLFGAGFDTVTTAISWSLMYLV
MNPRVORKIQEELDTVIGRSRRPRLSDRSHLPYMEAFTLETFRHSSEVPFTIPHSTTR
DTSLKGEYIPKGRCVEVRQWQINHDQKLWVNPSEFLPERFLTPDGAIDKVLSEKVIIF

GMGKRKCIGETIARWEVFLFLAILLORVEFSVPLGVKVDMTPI YGLTMKHACCERFQM

QLRS"

variation 4392
/gene="CYP1A1"
/fregquency="0.04"
/replace="a"

variation 4491
/gene="CYPlA1"
/frequency="0.02"
/replace="¢c"

variation 4536
/gene="CYPlAl"
/frequency="0,01"
/replace="a"

variation 4661
/gene="CYP1Al1l"
/frequency="0.01"
/replace="t"

variation 5114
/gene="CYP1Al"
/frequency="0.01"

111




variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

/replace="a"

5128
/gene="CYP1A1"
/frequency="0.01"
/replace="g"

5418
/gene="CYP1Al"
/frequency="0.01"
/replace="t"

5554
/gene="CYP1Al"

/ frequency="0,01"
/replace="g"

6710
/gene="CYP1A1"

/ frequency="0.02"
/replace="a"

6712
/gene="CYPlA1"
/frequency="0.19"
/replace="g"

6718
/gene="CYP1A1"
/frequency="0.01"
/replace="a"

6775
/gene="CYP1A1"
/frequency="0.01"
/replace="t"

6801
/gene="CYP1AL"
/frequency="0.01"
/replace="t"

6803
/gene="CYP1Al"
/frequency="0.01"
/replace="g"

7053
/gene="CYP1Al"
/frequency="0.02"
/replace="t"

7210
/gene="CYP1A1"
/frequency="0.03"
/replace="g"

7215
/gene="CYP1lAl"
/frequency="0.01"
/replace="t"

7226
/gene="CYPlAl"
/frequency="0.03"
/replace="g"

7480
/gene="CYP1A1l"
/frequency="0.01"
/replace="g"

7490
/gene="CYP1Al"
/frequency="0.03"

112




variation

variation

variation

repeat region

variation

variation

variation

variation

variaticon

repeat region

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

variation

repeat region

/replace="c"

7580
/gene="CYP1A1"
/frequency="0.03"
/replace="t"

1678
/gene="CYP1Al"

/ frequency="0.05"
/replace="a"

7945
/frequency="0.01"
/replace="g"
7978..8255
/rpt_family="Alu"
/rpt_type=dispersed
8056
/frequency="0.31"
/replace="c¢"

8106

/ frequency="0.01"
/replace="c"

8486
/frequency="0.03"
/replace="c"

8500
/frequency="0,03"
/replace="t"

8503
/frequency="0.01"
/replace="a"
8515..8809
/rpt_family="Alu"
/rpt_type=dispersed
8527
/freguency="0.24"
/replace=""

8642

/ frequency="0.01"
/replace="t"

8658
/frequency="0.04"
/replace="¢c"

8802
/frequency="0.03"
/replace="a"

9121
/frequency="0.01"
/replace="t"

9135

/ frequency="0.01"
/replace="t"

9205
/frequency="0.01"
/replace="c¢"

9304

/ frequency="0.97"
/replace=""
9370..9654
/rpt_family="L1"
/rpt_type=dispersed

113




variation

ORIGIN

6l
121
181
241
301
36l
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

cacattgatt
gttttgaatt
accgcacttt
tcagaatgta
cgccagcgcec
gcacgaggcc
cgacggatgg
gctggggeca
acaggaaggt
gcactgggge
cctetecteg
tcaatcgege
gcgegaggact
gccccegege
tcacgcaacqg
ctectgcccec
tcegegecag
ccggatttcet
caagggccgg
tagaggctge
cgatccttca
cagececeegeg
ttctcacgeg
ccecgeetge
ccagtgggtg
cctetetteg
ctgcecettgg
gtacaggcac
cgeecteege
cctcecatctce
aggtggcagt
cttgtgatce
ttgctggggg
caggacttct
tagtgaccag
tgececatggt
ttcaggaccc
tceccatcaa
tgacaggggc
agctgtaccc
gcttgtcagt
tceccaggect
gtgacagatt
atctecettg
agaaggggac
gtgtgctttg
aaccatccat
caggttcccee
actgagagat
tgtgcagtce
acaggcagag
ggtcaagett
ttcecctgatt
gctctctggt
aaaaaaaaac
tgoctttaaa

9491

/ frequency=

"p.02"

/replace="c"

cttgactcca
gcaatctgecc
ttaccctcte
aactccacga
tccgaacagce
gcatatgacc
tggtgecace
ggttgagcta
tceggaggge
ttegtgtegt
caggcagaag
acccgccace
ggcectttaa
<gggccgggy
cectgggcace
tagagggatg
gtgecccecte
gtgctctgee
tgggtecctgg
gaggagccgce
atcaagaggc
gcgectetgg
agccgggact
cgagtecetgg
caaaaatgac
ggctgtcctg
gacgccttgg
cgagatgtgt
cacctttctc
agctecgetec
gecettcacce
caggctcceaa
acttctagget
taggtagceta
gcagtctagce
cccacagctyg
aggctecage
ggccacctgg
ttctecttgg
tgccetageo
gctgagatgt
ttcctatcte
gccaactgca
gcctectace
accatagcac
atatttagec
ctccetgtet
acagcagatc
cttgtettac
aagatcactt
atgcctgata
acagagaaag
ccagtctggg
aacctgcaaa
cctggectqgy
ctgtggatca

cactcctgec
ctcacataat
acattctcta
gattaggagt
tectggeaca
ggaatgggag
gggttgggga
ggcacgcaaa
gggacagcgt
gccacaggcyg
ccacacgcag
cttcgacagt
gagcecegec
aatgggtegg
gcgectcegg
tcgeccggege
cgtggtcect
aatcaaagca
ctggagggac
tagtgagcgc
gcgaacctca
cectteoggec
cagtaaccce
taggctgtag
gaagaggagt
ggacttctec
aattgggact
ccecatagtgg
tccaatceca
agggaaggag
tcaccctgaa
gagtccaccc
tgcccttict
cctgtctage
cccecetagtgg
gtaccagacc
tccatcecect
caggctggaa
gtggacaggg
taagaagcta
cctagacage
attgaccatc
gggagctgga
atcttacaaa
accaaagect
cctccaggaa
tgtgaggttc
tgggttttct
cctetcteag
tgactagaat
tgttggagag
tattgcctcea
gttttcttac
agggggagat
atttctctga
gttgaactca

tctectecgea
cegtacgect
gatttggggc
gctgtcaget
tagtagttge
gtgaggggat
gcacgteggg
tacaactttt
€ggaggcagg
tggaccgaaa
acctagacce
teccteteect
ccgactcect
ctgggtggct
gccaggtyggg
acgcaageta
gggcccgagt
ctagccacce
cgcgegttge
tcagegagee
gctagtcgece
ccegtgacct
gggaaggagqg
cgectggggag
cccegegece
ctcaageceoec
teccaggtgtt
gttcttgcce
gagagaccag
gcgtggccac
ggtgacagtt
ttcccagetce
ctcecaataa
acctccaaaa
ggaaactgag
tctagataca
agtgagtgtc
tatgtgcagc
tggatggagg
ccectggeag
tgggacaata
ttetttgtee
aataccagtc
ggctgecaggt
ggcactgtce
gcctcectee
tectgtgagg
cttcecectcetg
atgttgaaat
gttgggtcta
agtggtttat
gtttcettte
agcctagtgg
ccaaactgtt
ctaaagagct
gagagctggg

aggeccttece
tttctgttta
atattacttg
gtgttcectt
ttggtaaata
tattttctgg
gatggegegt
tttttectgyg
cagctaggece
atgcggacac
tttgcaccqge
ccaccccaac
ceeccectege
gegegggect
gcggggacgg
gccgggggta
ctttcegtgg
cgggagccaa
aatcagcact
tgcececetteg
cgggctetgg

cagggctggg
tcaccacggg

gcatctgeac
caggatggag
ctcctegget
cccagecctce
acccgacece
ccecggtteag
acgtacaagc
ccttggaacc
agctcagtac
aaggaacatt

agggaggctc

gccaggggaa
gatggcatct

tcecctgecta
ccctecctea
gggtgggctg
attttaccct
gaggcagatc
tttgctggga
cctaaaaact
ccttgagata
cctgttgact
actataatac
agcctaactyg
gatccagetg
tggaccccag
ctgacctcta
gaatttaaac
agtttagatc
gaaccttcea
cattcattga
caatctaget
gctgaaagcea

114

tgaccccett
attttttteca
tctecttcea
ctctgtcaat
tttgtgcaat
cctggaccag
aacgatgtta
aaaccctgta
atgccaaatyg
atgeaggetyg
ateccecttat
cccacgeege
gtgactgcga
ccggtectte
gcegectgac
gggtgggggc
ccoccccgcceg
gagggaccct
aaggcgatcc
ccatccattc
gggacaggtc
gtcgeagege
geagececygc
gococagegtt
cttccegtac
gggttctgca
acccctctat
ccaccececge
gctgcttote
ccgectataa
ttcecctgate
ctecaggtgag
ttggtgecte
agagtgtttt
gaggaggact
cattcaggac
ccctgggget
ggctttctga
ggttcttace
cctaagggty
tgtgcaggag
gacaatcagg
caccagtcac
cccactgtgce
cagggatcta
ttgtggtagg
gtaagactgt
ggtactctga
aaaagtaaaa
gtccagggta
acccttttta
cattcectgat
tttattctct
gaattgagce
ggtctccage
atgtggtttg




3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6941
6901

ggaagtggee
cctgecatect
ctgaccacte
cctaaggagt
gctgcttceo
aacatgattt
tattttaatg
gatatgtagg
actatgtgga
agagaaagcg
ctgtgtgacc
atttgtggece
aacaacttct
tttcececttt
acttttttte
gettttecca
ggtattctgg
agggccatgg
ggeactgtca
acccgtggtg
tgatttcaag
gtcettcage
cctgaaaagt
gcatgtgagc
tgggcacttt
ttgctttgge
taataattte
ctacctaccc
catgcagaag
gcaggtgggt
tgcatgggge
gaatagtctt
ccacagacag
gggagccagg
gcacatccaqg
agecagcattc
gcectcagggg
atggagaggt
ccacateecgy
gaacgccaat
agctggtatg
ctgcctaact
ctggagcctc
aggtaggtag
cccctgeatce
cccggetetce
gacactctte
tgtctgttac
gcatgggaga
agcacaacaa
gtaaaccagt
tccaccetet
tgggctgett
agccctgaac
tctgagttee
gagaaggtga
tgggaggtct
ggcgtgaagg
cacttccaaa
acctggtctg

atcctgtece
gggattgagc
ttcaaaagga
ctgagtcctg
ccaaatgtta
tcctaagtgt
tgttagggga
tagatttaaa
aatcacagat
ttctggaatt
ttgggcaagt
agggctgaat
ccccacctca
ccctgacact
ttecctgeace
atcteccatgt
gtaatcaggg
ggctggecte
aggatgagcc
gtgctgagceg
ggccggceccg
ccagactctg
ttctecattg
aaggaggctg
aacccctaca
cggecgectatg
ggggaggtgg
aacccttcec
atggtcaagg
ggtgggaagc
ttggcaagtt
cttccttgge
caatagccac
aagagttaaa
atgataacag
taaggtagta
gcatcacctc
agctctgggt
gacatcacag
gtccagctat
gttaccccat
tcttetgtte
atgtatttgg
tggctccett
catcttgtce
tgacagatcc
cttegtecee
tgatcttact
cagggagatt
gagacacaaqg
ggcagatcaa
taagctctta
gcctgtecte
tgccacttca
tacctgaacyg
ttatctttgy
ttetetteet
tggacatgac
tgcagctgcyg
gttgggcagc

ctatctcttc
agcagagaac
ggtacatgtg
gctetgteac
aatgaggcta
ggtgggtagg
aaaatcaaac
gttgatttta
tgacattgga
aggcaacttg
tacttacctt
gaagaaggac
ccctettett
ctagatattg
ttctectecage
cggccacgga
cctcaagace
tgattgggca
agcagtatgg
gectggacac
acctcetacac
gaccagtgtg
cctctgacce
aggtcctgat
ggratgtggt
accacaacca
ttggctctgg
tgaatgcett
agcactacaa
agatggcatc
ctcaggaagg
agggaaatag
tgaagagtca
gagttcatct
tacaagacgc
ggagagagcc
cagaacaaat
ttgagatctt
acagcctgat
cagatgagaa
tgtgtcctte
taccectgtec
tgatgaaccc
caaaggggtc
ctgtgttctyg
catctgccct
ttcaccatce
cecggaccaca
tgcectgttge
tttgaaagge
ccatgaccag
tatatgatta
tatcctttgy
gctgtctceco
gtttctcace
catgggcaag
ggctatcetyg
cccecatctat
ctecttaggtg
cagaccagca

ctcagtctgt
tgagggttct
acagcagctg
tgattgctgg
aaggatcaga
actcggggtg
ttgtacttte
ggaaaatgtg
agatgtcagt
gettgggagt
ctectgagecet
tgtgaaattce
catgcccagt
gcttttctea
agccacctec
gtttcttctg
tcaggtccec
catgctgacc
ggacgtgctg
catccggcag
cttcacccte
ggectgcecge
agcctcctca
aagcacgttg
ggtatcagtg
ccaagaactg
aaacccagct
caaggacctg
aacctttgag
agggcctggg
cttcaacctg
aactttatct
ttacatgcag
cctggectca
tgtgtgtcaa
ttgcagaggc
gtgctaggaa
gctcacctgt
tgagcactgt
gatcattaac
ctgtgctcaa
agggtttgac
cagggtacag
agtgccaggqg
cagacacagt
atatggaggc
cccacaggta
tacctgatta
cctgagectg
ttttacatec
taagttcaga
atacaatcat
ggctggagcet
tctggttaca
cctgatggtg
cggaagtgta
ctgcaacqggg
gggctaacca
cttgagagce
ggctggccta

cctggggtet
gggaaaattc
gaaatttcca
gggactttgg
tgatccectaa
atacaccttg
acatagatat
aagtaaataa
ttagattggt
ctgcatccaa
cattgcaggce
ttagcccaca
aagcagttct
teccecccaate
aagatcccta
gcctctgtea
aaaggcctga
ctgggaaaga
cagatccgaa
gccctggtge
atcagtaatg
cggcgectgg
acctecctget
caggagctga
accaatgtca
cttagectag
gacttcatce
aatgagaagt
aaggtacagt
aggtcaaagg
ggatcttgaa
tgactaacce
gaccctgggyg
taatagaaag
atgtcccatg
agagagaagce
tagtgaagga
ggacttteccc
caggagaagc
atcgtcttgg
gtgccctgac
acagtcacaa
agaaagatcc
gtctggccag
gattggcaqgg
cttcatectg
aggccccatg
gggttagtgg
actgagctte
ccaaggggceg
gatgcagagyg
tgcattgatc
ccactcactt
ggaagctatg
ctatcgacaa
tecggtgagac
tggaattcag
tgaagcatgc
ctgaggccta
tgtggtctaa

ggtgggattt
cttecattgat
gggaagtgte
acaagtcagc
ttcececectgag
attatgtgtt
tgtttatgat
cagtactggt
acagcagtta
cactttctgg
tacttcatag
gtggtagttc
ggtggaaagg
tgacggcttg
cactgatcat
tettctgtet
agaatccacc
accecgcacct
ttggcteccac
ggcagggcega
gtcagagcat
cccagaatgg
acctggaaga
tggcagggce
tctgtgecat
tcaacctgaa
ctattetteg
tctacagett
ctggggaaag
taagaggaac
gccagttgtg
ttccatgett
cagttgctga
aagataaaga
agttggggct
tgggacaaca
ccagacctgg
tacctaagqgg
agctggatga
acctctttgg
ctgctgctge
ctgctatcte
aagaggagct
gtctaggcag
tcacggeggce
gagaccttce
gagccactgce
gagggacacg
ctttctecct
ttgtgtcttt
aaaggctggg
ctectgteca
gacacttctg
ggtcaaccca
ggtgttaagt
cattgcecege
cgtgccactg
ctgctgtgag
gactctgtct
ggttcagcet




6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8lel
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
9061
9121
9181
9241
9301
936l
9421
9481
9541
9601
9661

gaaactcata
ggatcctgec
aacagggcca
ctagggttag
ggcccagtac
caaaccagga
cagcccagga
cctatgggtc
ggaacaaaca

gggacttgtyg

tagggctgga
tcttgtaata

cattgagett
attctaaccc
gttcagaaat
tactcaccecct
gecagtgaaga
tttgagacag
gtaacctcca
cgcaggcaca
tttcaccatg
gcctcccaaa
acgecctetce
tatcaagtga
tgacacataa
gggaggtggg
tttttttgag
ctcactgcaa
ccgggactac
ggggtttcac
cggcctecca
gactatctga
gcattagatg
tetecagetea
tcacattaga
tggtgatgce
ccttgggatg
gtggccagcea
gcaaggaaca
ggggatgaga
ataacttgceca
ccagacacaa
aatttatagqg
ggagatgcag
ttgaacagect

tag

gacactgatc
tgccectace
catagatgct
gaggtcctta
ctagctgget
ccctgteccaa
tactggcaca
taggacacag
gggctgectt

tctgecgggga

gtgaggggagyg
aaatgtctat

gcatgettge
aggtatccaa
cctataggtg
gaaccccatt
ggtgtagceg
ggteccecagg
cctectggge
cgcgaccaca
ttgcecagge
gtgctgggat
taacttatca
atatagtaca
acacatcatt
gtccagaggce
acggagtcte
gctectgecte
aggecgectge
catgttagcc
aagtgctgqgyg
gccaagccett
ctgaagtcea
gcagttgtaa
acccacatet
aagtatggca
tgacctcect
gttgctgttc
accaagetga
aatttggtge
tttatgetat
aaggccegtgt
gacagaaagt
agtttactta
ttgtgaatat

tggctgcagt
ctggacttgc
gatggagcct
ggcctetgag
ctgtgagggt
tctttgacaa
gaggtagtct
ttecctgggaa
ctggcettgt
tcagagcgcea
ggtatttcaa
ttttaatgtt
ataagagctt
aaatgtgtaa
gagatttttt
ctgtgttggg
ctgcacttaa
tecatecagyge
tcacacgatt
getttotett
tggtctcaaa
tacaggcatg
caaattgatg
gtcecctgett
caattcattyg
tgggttggag
actgtgtecge
cggecgttecac
caccacacce
aggatggtct
attacaggcyg
ccttgaagga
agtgggtagg
tctgctgete
caatgctgaa
gaggectgaac
accccaceee
atgcaccgtg
agtcagetge
tcaatecatte
atacataaac
attgtatgac
agatgagagg
ggggtgatgg
actaaaaacc

tttgctatcet
ctctgcacac
tcccaagttg
aagctctgaa
gctgactggc
ttgggagctyg
cactgcttga
catcacatte
aagaccctta
cagggagtge
ttaccttcta
tgtacacaac
aagaaccatt
gaacaactac
gaatcataaa
ttttactgta
gecagtctgtt
tggagtgcac
ctcccaccte
tettteetet
ctectgaget
agacaagact
aagcgtatte
tcaagaacct
tggtcagaac
agtgggcacc
ccaggctgga
accattcteo
ggctaatttt
cgatctccetg
tgagccacea
tgagagacag
ctctggteac
actcttecatg
ageccctgte
ccacatagcce
agaccagctt
gctececgete
ggcaacctgce
ttgtagtgat
aagccatgaa
teccatgtgta
ttgccaggga
aaatattcta
agtgacttat

gggctgtggg
cctccagaga

tgcttgagcc
gaactctctg
ttcagcaagt
ccaagagtga
actaggctga
ctctgccett
ttgctgtect
acatatccag
ttggtctcec
aatccttcta
gatttaatgt
ctgagctaaa
tgattcatca
gggaggaaga
tgagggacaa
tggtaccatt
agcctcetgag
ttttttttgt
caagtgatcc
cctaatcact
tcegaattag
cccaaaatgg
tctaccagac
gcgagattte
gtgcagtgge
tgcctcagee
tttgtatttt
acctecctgat
cgcecggcete
tettteattt
agttttgtgg
ccctggegtg
catctgagat
aggagctgaa
tettectgaa
accaggagct
tttgtgcagce
ttatatttte
agcatgctac
tgaaaagttc
atgtggggca
gaattagata
gcagttcaaa
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caagcctaag
caacaggtaa
aggaggcctg
gaagcccectg
tagaactagc
agggaagaga
gcaatctgac
cctgcaggceca
ggaggggctg
gcaccaggac
ttctctacac
ttctagcetg
aatagggaaa
taaagatatt
ctcgtctaaa
agaggaggta
gactctattt
ttgtttcact

tagttggggc
agagatggqgyg
acctgcctca
gtgctgactt
gcaataaggqg
ttgagggaac
agatgcatac
caggtetttt
gcgatctecgg
tececcaagtag
tagtagagat
cegeccacct
caggtcttga
gggactgata
ggagaggggt
ggttctacaa
ggcagagtgg
gggagacaca
gcattgcgta
tcaggctact
ggcggccggg
tacttaaact
gtgaaagaaqg
agaataggta
gggagaattg
gtggtgatqgg
atggettaaa
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Identity

1. A1_F_Forward.ab1

2. CYP1A1_m1 aflele

3. CYP1A1_wt allele

Consensus
Identity

1. A1_F_Forward.ab1

2. CYP1A1_m1 allele

3. CYP1A1_wt allele

Consensus
Identity

1. A1_F_Forward.ah1

2, CYP1A1_m1 allele

3. CYP1A1_wt allele
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Identity

1. A1_F_Forward.ab1
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H

2, CYP1A1_m1 allele

3. CYP1A1_wt altele
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Identity

1. A1_F_Forward.abt

2. CYP1A1_m1 allele

3. CYP1A1_wt allele
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Identay

1. A27_F_Forward.2h1

2. CYP1A1_m1 aflede

3. CYP1AL_wi zllele

identity

1. A2T_F_Forward.abl

2. CYP1A_m1 zliele

3. CYPIAT_wt afele

Consensus
Identity

1. A2T_F_Fosward.ab1

2, CYP1AT_m1 allele

3. CYP1AI_wt allele

Identity

1. A2T_F_Forward ab{

2. CYPIAT_m1 allete

2. CYP1A1_wt alieln

1dentity

1. A27 F_Forward.abl

2. CYP1A1_m1 atiele

3. CYP1A1_w zliele

1. A27_F_Forward.ab1

2, CYP1AI_m1 alicle

3.CYP1AI_wt allele
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Identity

1. A29 F_Forward.abl

2. CYP1AI_m1 allefe

3. CYP1A1_wA allele

Identity

1. A29_F_Forward.abi

2. CYP1AT_m1 allefe

3. CYP1AT_wt sllele

Identity

1, A29_F_Forward.ebi

2. CYP1AI_m1 allele

3. CYP1AI_wl aflele
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1. A29_F_Forward.abi

2. CYP1A1_m1 allele

3. CYP1AL wt aliele

tdentity
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2. CYPIA1_m1 aliela
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Consensus
Identity

1. A31_F_Forward.abl

2. CYP1AI_m1 abele

3. CYPIAI_wt ehele
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1. A31_F_Forward .ab1

2. CYP1AT_m1 alicle

2. CYP1AI_wt allele

Consenaus
Identity

1. A31_F_Forwszrd.ab1

2. CYP1AI_m1 allele

3. CYP1A1_wt abele
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Identity
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2. CYP1AT_m1 allele

3. CYP1AT_wi allele
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2 CYP1AI_m alicle

3. CYP1A1_wa allele

1. A31_F_Forward abt

2. CYP1A1_m1 anele

3. CYP1AI_wt allele
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SIRTRLTEITMICATIOVIITIC .\""I']TMCC'C\.ICC'I"CT‘}’}‘G(’T:A\.!\C"ATTCTC"NCCICM.CCTCT"AGIA 3 TISGLSCCL
3 T e T ) byt Ay

SRS AR IR CCACAGC T =TT T TT T T TITT T T T VI TG NG =G5 6 TT TC IECHEE B O 5 GGG S S &

CASICATAC JCCACCACASETTTTT ITT TITITIT TIT TTIT TITTIG TAGAGA TGSGA TTTCACCA T5 T TGC COAGGE TV TC TCARL

SASSTATASSECATCATAST TITITTTT TTT TTTTITT IT TTT 76 TAGAGA TSCTGTT TCACCA T T TESEEASGE TG TE T ARA

et pr i)
’I.f.l‘-’:m-l‘ [Z c..clc.*cn. CCAM-D-:G-TI\C .‘.-Gﬁ-‘\l-'\ WA A RRC T TC TG TTACG

 TORATGAT

ZECCTICTCASCOTICOM ARG TOC TG GA T TAGASGE A TRAGA CAACAC TEC TR

S TG AT TR T T AL TR L TR S L TEAS IO IT A ARG TOT TS

TaGATTACAGGT A TS AGACANIRC TCC TR

L Ma 400 a0 20 430 “0

T R T

AGCIYTTCTTARTT TITGAGGOICONATIAY

[T

GRCTAHATIGTS S TA ARG TTT TICAGA GGG

i Loy P N W P P W
ATCAGS TCA TTHTHATTOG TS TGACATCIN TTIG TATOHNCE THHG TTC KA TR THHAATARN TTTH THREGRGI GGG THNN
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Identity

1. B22_F_Foreard abl

2. CYP1A1_m1 alleie

3. CYP1AT_wt aliele

Identity

1. 822_F_Forward abl

2. CYP1AY_m1 allele

3. CYP1A1 WA allele

Identity

1. B22_F_Forward ab1

2, CYP1A1_m1 allela

3. CYP1A1_w allele

Identity

1. B22_F_Forward.abl

2. CYP1A1_m1 alleln

3. CYP1A1_w1 atiele

Identity

1. B22_F_Forward.ab1

2. CYP1A1_m1 alicle

3 CYP1ATI_wt allele

1. 822 FP_Forward ab1

2 CYP1A1_m1 allele

3. CYP1A1_wt aliele

1 L 2 » 0 50 0 m L+
R G RG-S Lok WL GG T

? A 7l
-\anC'D\TTTﬂTGAGlCMGG TELCCRG "'r:n:cnm”r

AAGAGGTGTAGLCGE TR CAL TTAAGCAG TC TR TT TRASEEACAAGAE TC IAT T ITTGAGACASGG TCCCOAGS TCATECAGLE TS

AACAGGTGTAGCCGE TeCAC TTAMG CA G TC T TT IGA A GAC AR GRC TE TR T TTITTGAGACAG LS TCLCCACL TOATCCASGGI TD

GIGECRCTEGTM:CA? T‘I‘TG'.I".I’TC!CN'I!MCC ECLC;"\:CTGGG;T\.AL ACGATTC TCCCACT TRAGC TS TNB‘!.'M TGS

M3gi (130)

GAGTGCACTESTACCH nr‘ronmhmmmmc.ccmc‘bccc:r: CACCATTC TECCACE WAGEL T TGAGTAG TTHE5
i TR

SAGTECACTEGTACI AT TITGTTIC AL T TAMCC TECACS TCC TOOGE TIA ACGAT TC TCCTA SC TAGC T TENGTAS T7540%
T

150 50 200 210 220 30 240 250
A G A - (I F IR E I B G G G KN SR G S S s G i

GUCGT AGGCACACCCCACCACAGC To=TTTTT I I IITTI T T I TIT O BA A G aG ST I C T CCC I G -

GCG MG ICACACOC AT A CAGC TTTTT T T T TN T T T ITITT TT T TALASA TS0 G TT W ACCATE TTSCCOA SRS ST

GITGCAGLOACACLIChCCACAGT: T T IT I ST e T T T TG TAGAGA TOGGCTT TU RO T ATGTTCICRR LO I TUGT

0 in F ] R no 0 Mo
ST Is- I G 4 I G-: O T

> b ; ]
-“Ml.-.tl.'-l‘m C.CC-.. CIC‘-'.'CICCa .M.‘;-'.'- C-G.’!"I. &G—‘"!l‘\l— M CSCCERAARKCY

CTCAREC TOU THAST T MM TUATUCALE TSCE TOAGCE TOUGARME TOL TRGOATTACHGGEA TUAGACARGAT TELTA

STCAMML TUT TOACE TOAAS TOATCCALE TR CTASEE TESARAG TSTTS S0

ATTACAGGCA TERSACAAGATTCSTA

350 a5 m 380 am 410 o 43
mm—:: -SG“GG m-;-;m-:-x—w-

GCC TGCCG gy =

T THenTT AT

T‘. "TTA?’:CCG’ ‘I"'C 'GnT'ﬁGTM‘I"GTE‘I‘I
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Consensus
Identity

1. 830 F_Forward.abt

2. CYPIAI_m1 aticle

3. CYP1AI_wA allele

1. B30_F_Forward a1

2. CYP1AI_m1 allele

3. CYPIAT wt allele

Identity

1,830_F_Forward.abi

2. CYP1A1_m1 afiele

1. CYP1AT Wt alleie

Consensus
Identity

1. B30_F_Forward.abl

2. CYP1A1_m1 allele

3. CYPIAI_wiallele

Consansus .
Identity

1. 830 _F_Forward_ab1

2 CYP1A1_mt allele

3. CYPIAT_w allele

\dentity

1. B30_F_Forward aht

2. CYP1AI_m1 atlele

3 CYP1AI_M allele

-éls-'—.-xctctnnrnmucacmx us:m':cncac %

AAGAGG TG TAGECGE THCAC TTAAGEAGTC TG T TG MG GGACAAGAC TCTATTT ITTGAGACARGS TESCCAGGTOR TCCALGE TG

AAGAGG TGTAGCOGCTGCAC TTAAGCAGTE TG TTIGAGGGACARGAC TCTAT TTTTTGAGALAGLG TESCCAGS TCATC LA GSE TG

GAG IGCACTCG TACCA TTﬂuTTTtACTGmCC Tﬂu.'l‘tu T"GuC TCACACGATTC TCCCACC TCAGLS TCTGAGTAG TTL GG

Mspl (130)

CAGTSCACTOG TN ChTTTTGTTNEC‘I’GNCCTEC.!LCTC..‘]E"CTCACA.C..‘&TN'ECI:&CC'I\:J\G CICTGAGTAG TIGGD

GECGCAGGRATAIGCCACCA l:l CT-==TTTTTTIITIITTaTTTITITI TTARARAIN I GGHT TTC I 2A N i CRECIG G T

GCUGEAGGC AL ALGCOACCACASC TTTIT TTIT TR T I Tt TN TT ITTTTCTAGAGA TEOGLT TTUACIA T3 TIGLCCAGL CTGCT

GCCECAGGE A ATCCTACCACAGE TTTTT ITTIT T T IT T TE T TIT TIS TAGAGA TUCOUTTICACCA TG TIGEC CAGGCTCGT

e = i Pslleg i
CHCAAACTC ORI -CA I A R - C Ml-.‘i-SGG-TAIGG-L\m&IiCT-’MM T

CTCARAE T TIALC TCAASD TOATE CHTC TH0E TOABC CTOCE AAAT TON TASSA TIAC AGGC A TRAGAL AAG-AL TCC TA

CTTRARS TCTTURFCTCARS 5A TOLA TC TUD L TCASC D TOLTAR AR T TLGGATRACAGCL ATGAGAC AAG-A L TEC TA
10 %0 e kL) 0 400 410 4n %0

3 Y . v h Y . ¥
Gl GG 70 G I G S G G G N GG GG I I R A . GG

P W AN
GCACCGTTTIAGLICSGLS
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Consensus
Identity

1. B33 F_Forward.abt

2. CYP1AI_m1 alele

3. CYP1A1_wt allele

Identity

1,B33_F_Forward abt

2. CYP1AI_m1 altcle

3. CYP1A1_wA allele

Identity

1. BI3_F_Forward.ab1

2. CYP1AI_m1 afiele

3. CYP1AI_wl allele

1. B33_F_Forward.ab1

2. CYPIAL_mi allele

2. CYPTAI_wt aflle

Identty

1. B33_F_Forward.abt

2. CYP1AY_m1 aflele

3. CYP1AL_w aliele

1.B33_F_Forward.ab1

2. CYPIAI_m1 afele

LY I R

e 2 v AT
-U\Gn C TTATTTTTTEAGACRGGG T Ct‘l.. CICA TOCAGLE TGS

ARGAGE TG TRGEOOC TGCAT TTAACC A G To TG I J0AS SoAT ARG AC T TAT T T TTTGAGACASG G TEE COAS G ToA TEC AGSE TSGA

AAGAGL TG TRGCCGE TOCAC TIRAGTAGTS TTTISASERACIAGAL T TATTT ITTGAGACAGSG TEE CCATEICA 106 RGOS THSA

%0 10 "o 120 130 140 150 160 "
L e —— ) S I A

TR

LAYy
GICC ’v o) STFAC‘ \ T T""ﬂ ‘T"T.‘&'.‘ TOTAACLD ?"ClCC TOOCGOGC TCACACGA TTC TCoT ACCTCAGCCTC ?CAIS TAGT IGGC GO
130}

GIICATTS

e a Tk e Yl
CAGGERCACST cmcaca'c'r—-'r'r'"r1rrf‘rr'rrrnm*n'rr“'«l:uc.lrml:cn?‘?l‘llic--:m

CAGGT AT hE ST O C A A ST T T TT ITI T T P TT T T T T T TG TAG AGA TGO G TTTCACE A TS TTOCC CAGAL TRGTC TCAKA

CAGGLACA COLCACC A A T T T T T TT VAT T T T TP TTTTGIAGAGA TEG0 G TTTCACC A TG TTGCC SAGGE TG G IC TCAAR

Cl..‘m&l.rl'\h.-‘I."t‘f‘ﬂ.ct-ClCCfARn-'-aGGITT-EG-’:tmn.‘.KI’TI\MMG TEA TUGG

CTCC MLASCTO MG TIATE TA0T TATTTAGCD TICCAMAG TGO TS GOAT TACAGGE A TGAGACAAGAC TECTA

STC GRGITIRRS TR ALS IO TRAL ST TELSA AARG TG TICCATTACAGCC ATGAGAZ AAGAC TOOTA

x o e %0 400 450 i 4w 440
T WG GG GG G G G I G G A A W - G ER GGl GENE P GG

& Ly 1
'IT‘.'- TGOGS GCf G-f T TCTTS TIGAA TGhTT TITCGAGA 'l‘.'nG'l'C 'I'I'C CC TGGAS GE-\AG"JGuMC ™ 'I"inl A.A ‘I"!M:

450 © oA 490 510 sx s
“m'm}m l:_smsmm_mm-

MAGCGMCNG!'!GTW«AC;.\ TTCCN 'IY'TACITGGGG GAG TGGICGTGGC'I'GWTCA MCGGG '!'l:f TATS m'wu
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tdentity

1.B35_F_Forward.abi

2. CYP1A1_m1 abiele

3. CYPIAT_wt allele

Identity

1. B35_F_Forward.abi

2. CYP1A1_m1 allele

3. CYP1A1_wt allele

Identity

1. B35_F_Forward.abi

2. CYP1AI_m1 alete

2. CYP1A1_w allele

Identity

1. 835 _F Forward.abl

2. CYP1AI_m1 allele

3. CYP1AI_Wt allele

Consensus ‘
Identity

1. B35_F_Forward.abi

2 CYP1A1_m1 aliele

3. CYP1A1_w allele

1.B33_F_Fonward sht

2. CYP1AI_m1 allele

3. CYP1A1_wi allele

-:_'.C‘.I.'C‘I'h TITIT mmm T CCAGGTCAT"C\GG»

AAGAGE TG TAGC 68 TeC AC T TRAGEAG TE TO T I TUAGAGAS - =~ AA S A TETA TTS T GAGACA DL TUECOA GO TCATCOAGGE

ANGAGG TGTAGE CGC TOC AL T TAAGCAG T, TG T TTSAGIGAC 2= ANSAL 16 TA TT LTI TEASACA SO TEE COABTTOATCEAGES

TCIAGTSOACTOSTACCA TTT'IGTT'I"MTGRACC‘!C.."ACC TCCLGGe TCAT RLGAT IO TOCCACS TTASCCTCTUAG TAG T TSRS

Mspt(133]
_EM"'GCHCT’J?"‘R"Cn l"l TIGTTTCACTGTAMILD T'-.&CC"tCCGuGC CACACGATTL A-.TCCACCTC-\GC_'_:TI._‘. T_‘SﬁﬁTﬁSTWG

Y S T SR T T e A RS

Ll
SECCGS ASGI\C RCGTCA CCAcaG S~ TTTTIITTTIT T I TTT TIT T I TG S ARG S I T G TG B COGL B

GGCCOTATGCACACGCCACCACAGE T3 TTT M T TIT IXT 3T TIT TTT T TG TACAGA THG06 TTTCACCATH T TG-CCCARTE 155

G50 TGT AGS A KOG CACCRCAGC T TTT TTT T3 T T T TTT T TT TH T TTTG TAGAGATGGUG TTTIACCA TG TTG-C CCAGOE T6G

Ry o e g
a -un-:l:c'rml:—luc- I.CII- :l.-:cn:ccl.u.,- -cull"l‘.\cl. e G AR A I B B A RS

T TEANACTCETRAGL U ART

CEAANG T32 THGGAT TATASCCATUAS ATRRAGA LTI C TA

TCITALATTEOTIAGTTIRAG

ALy l'.--d'

- ry &
TAGATC TATCATS TACOG

':CUGG‘IGGGCGG!\CTTCM!"."‘".-CAT!\’ﬁh\'l-'l"TRCTGCAG GAGA»'ST'.N’;';TS ’Cl"i

CTATA 'K‘l H "‘N A.KiGCH G?-N HGA TN IN'N'
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1. CYP1A1_m1 allele

2. A1_F Forward.ab1

3. A27_F_Forward.ab1
4. A29 F_Forward.abi
5. A31”F Forward.ab1
6. A3 orward.ab1
7.89% F Forward.ab?

8.822_F_Farward.ab1
9. B30~ F Forward.ab1
10. B33_F _Forward.ab1
11. B35_F_Forward.ab1

1. CYP1A1_m1 allele

2. A1 _F Forward.abt

3. A27_F Forward.ab1
4 A29"F Forward.abi
5. A31"F_Forward.ab1
6. A32 F Forward.ab1
BY9 F Forward.ab1

B2Z_F Forward.ab1
B30_F Forward.ab1
0. B33_F Forward.ab1
1. _Forward.abt

220eN

1. CYP1A1_m1 allele

>

1F Forwardraagg1
Forwa
_F_Forward.abi
1_F_Forward.ab1
2_F Forward.ab1
9 F Forward.abt
F_Forward.ab1
. BI0”F Forward.ab1
0.B33 _F Forward.ab1
11. B35_F_Forward.ab1

i

SO AWN
WEW

1. CYP1A1_m1 allele

1 F Forward.ab1

27 F_Forward.ab1
29_F Forward.ab1
. A31"F_Forward.ab1
32_F Forward.abt
9 F Forward.ab1

27 F_Forward.ab1
30 F_Fon.vvard abi
0.B33_F Forward.ab1
1. B35_F_Forward.ab1

SoOENOOAWN
mmm>>)>>
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[=]
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[=1
g
Fy
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h
[=1

70 80

AAGAGG TG TAGLCGC TGCACTTAAGC AGTC TG TT TGAGGGACAAGACTC TA TTTTTTGAGACAGG S TC CCCAGG TCA TCCAGGLT
P79

GGCT
GGCT
GGCT
GGCT
GGCT
GGCT
GGCT /
GSCT
GGCT
G5CT
90 100 110 120 130 140 150 160 170

Mspl (130)

GoAGTCCAZ TCOTACTAT TT'IC TTK‘ACT" TMCC TC\J\CCTCC‘:GGC TCACA CC.A""IC TCCCACCTCACCCTC TGAGTAGTTS

SAGTGCAL TIGTACCATTTTGTTTC AC TG TAACC TCCACE TC COGGGC TCACACGA TTC TCCCACC TCASCCTC TG AG TAG TTS

GAGTCCAC TCGTACCA TTTIG TTICACTG TAACC TCCACCTCC TGOGC TCACACGA T TC TCCCACC TCAGCE TC TG AGTAGTTG
GSAGTGCAT TGGTACCA TTTTG TTTCACTG TAACC TCCACC TCCOGGEE TC ACACCGATTC TCCCACC TCAGCC TC IG AGTAGTTG
GGAGTGCAT TCGTACCA TTTTGTTTCACTG TAACC TCCACC TCC TGEGC TCACACCGATTC TCCCACC TCAGCC TCTG AG TAGTTG
GGAGTGCAC TGGTACCA TTTTG TTTCAC TG TAACC TCCACC TCC TGGEC TCACAC IR TTC TCCCACC TCAGCC TC TG AG TAGTIG
GGAGTGCAT TOGTACCA TTTIGTTTCAC TG TARCC TCCACC TC C TGGGC TC ACACGA TTC TCCCACC TCAGCC TC TG AG TAG TTG
GGAGTGCAT TGLTACCA TTTIG TTTCAC TG TAACC TCCACC TCC TGSGC TCACACGA TTC TCCCACCTCABCC TCTGAG TAGTTS
GGAGTGCAC TEGTACCA TTTTGTTTCAC TG TAACC TCCACC TC C TGGGC TCACACGATTC TCCLACC TCAGCC TC TG AGTAGTTG
GOAGTGCAL TCGTRCCA TTTTGTTTCACTG TRACC TCCACC TCCMGGGC TCACACGATTC TCCCACCTCAGCCTC TG AGTAGTTG
GGAGTGCAC TGRTACTATTTIG TTTCAC TG TAACC TCCACC TC CCGGGC TC ACACGATTC TCCCALC ICASCCTC TG AGTAGTIG

1?0 190 2?0 2!0 2?0 21}0 2‘10 2.50
GGGCCG"‘Ag(‘(‘J\CJ\C...CCACCJ\CJ\GC T I TTTTITTTT TTTTTI TTT TG TAGAGATGGGG TTTC ACCA TG TIG CCCAGGE T
GGGCCGCAG
GOGCOCGTAG

GGGCCGCAGGCACACGCCACCACALT

GGGCCGLASGCACACSCCACCACAGC TT
GGGLCCCASGCACACSCCACCACAGC TT
GGGCCGUASGUACACSC CACSACRAGC T

GGUCCGCALGUACECSC CACCACAGE TT
GOGCCGCASCINCACOGCCACCACMICTT
GEGCCECASSIRCRCSCCACTACAGC T

GEGCCECACGIRCACSC CRCCACAGT

260 270 280 200 300 310 320 330 338

G3TCTLAIAC C TGAG CICARGTGA TCCACC TECE TCASCE TCLCARAG TGS TGGTA TTACAGGCATGAGACARGACTCC X




1. CYP1A1_wt allele

>

1 F Forward.ab1
7 F_Forward.ab1
9" F_Forward.ab1
5. A31_F Forward.ab1
6. A32 F Forward.ab1l
7. B9 F Forward.ab1
8.B22_F Forward.ab1
9, B30"F_Forward.ab1
10. B33_F Forward.ab1
11. B35_F_Forward.ab1

B%

1. CYP1A1_wt allele

Al F Forward.ab1

A27 F Forward.ab1
A29”F Forward.ab1
A31"F Forward.ab1
A32 F Forward.ab1
7.B9 F Forward.ab1

8.822 F Forward.ab1
9. B30 F Forward.ab1
10. B33 _F Forward.ab1
11. B35_F_Forward.abi

S Pel S

1. CYP1A1_wt allele

>

1 F Forward.ab1
F_Forward.ab1
9 F Forward.ab1
1_F_Forward.ab1
~“FForward.ab1
9 F Forward.ab1
F_Forward.ab1
30 F Forward.abi
.B33 F_Forward.ab1
. B35 F_Farward.ab1

;hmn
-]

2 BRBRERR:

1. CYP1A1_wt allete
{

1 F Forward.ab1
F_Forward.ab1
9 F Forward.ab1
17F Forward.ab1
2 F Forward.ab1
g F Forward.ab1
27 F _Forward.ab1
307F Forward.abi

.B33_F Forward.ab1
. B35_F_Forward.ab1

aaz§>

= D00 =~ LN P LI A
mmo

=y
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1 ICI 20 30 40 50 EIJ ?.D 80
MG}\GG‘IG T.\GCCGC'IGCAC TTAAGC AGTCTGT'.' IGAT Guhc;\ AGACTC Tl\ TI TTT'N;AG ACAGGGTCCCCAGGTCA 'ICCJ\.G GCT

GGCT
GGSCT
GGCT
GSCT
GGCT
GSCT
GGCT
GLOT
G3CT
GGCT

P

H

S0 100 110 120 130 140 150 160 7o

GGAG TCL AC 'ICG"?C'CA "'TTTGTI'TCJ\C 'l'C T'-U\C CTC"‘!‘“.C T TGGGC'ICRCACGA "‘IC TCCCACC 'I'C}\ GCC 'IE TGAGTAGT T'IG

GGAGTSCAS TGETACTA TTTIG TTTCAC TG TAACC TCCACCTCCCGGGEE TC ACACGATTC TCCCACC TCAGCC TC TGAG TAG TTG
GGAGTGCAL TG TACCA TTTIGTTTC AC TG TAACC TCTACC TCC TGGGE TCACACGATTC TCCCACC TCAGCC TC TGAG TAGTTG
GSAGTGLAC TGGTACCA TTTIGTTTC AC TG TARCC TECACC TCCQGCGC TCACACGATTC TCCCACCTCAGCC TC TGAG TAG TTG
GGAGTGCAT TGG TACTA TTTTG TTTC AC TG TAAC C TCTACC TCC TGOGE TC ACACGATTC TCCCACCTLAGCC TCTGAGTAGTIG
GGAGTGCAC TGGTACTA TTTTG TTTCAC TG TAAL C TCCACC TCC TGGGC TC ACACHIR TTC TCCCACC TCAGCC TC TGAGTAG TTG
GGAGTGCAL TEGTACCA TTTTGTTTCAC TG TAAC CTCCACC TCCIGGGE TC ACACGATTC TCCCACCTCAGCCTC TGAGTAG TIG
GGAGTGCAC TGGTACCA TTTTG TTTCACTG TAACC TCCACC TC CTGGGC TCACACGATTC TCCCACC TCAGCC TCTGAGTAGTTG
GSAGTGCAC TGGTACCA TTTTG TTTCAC TG TAAC C TCCAZC TCC TGGGC TCACACGATTC TCCCACC TCAGCC TCTGAGTAGTTG
GGAGTGCAC TGGTACCA TTTTG TTTC AC TG TAACC TCCACC TCCRGGGC TCACACGATTC TCCCACCTCAGCC TCTGAG TAGTTG
GGAGTGCAC TGGTACCA TTTTGTTIC AC TG TRACC TCCACC TCCCGGGC TC ACACGATTC TCCCACCTCAGCC TC TGAGTAGTTG
180 190 200 210 220 230 240 250
GOGCCGCASGCACACGC CACCACAGC TTTTITITT ST ITTITITTTTTTTIT IG TAGAGA TGGGG TTICACCA TGTTGCCCAGGCT

GGGCCGUAL
GGGCCGCAG
GUGCCGCAGGCACACGC CACCACAGC
GGGCCGCAGGCACACGCCACCACAGT TT
GHEGCCGCAGGCACACGCCACCACAGC TT
GGGCCGCASGCACRCGC CACCACAGL T
GIGUCGECAGGCACACGCCACCACAGC TT
GGGCCGCASGIRCACSE CACCACAGC TT
GUGCCGCAGGERCACSC CACCACAGC T
GSGCRGCAGGIRCACGC CACCACAGE
26.0 2'{0 230 259 3?0 310 3?0 3\?0 3?3
GHTCTCAARC TCCTOAG C TCAAG TCA TCCACC TGLL TCAGCC TCLCAAAG TEC TGGSA TTACAGGCATGAGACAAGAC TCCTA
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Lampiran 12. Hasil Pemeriksaan Kadar Kortisol

Title

Protocol

Date/Time 07/31/2009 14:56:51
Technician

Plate ID

Unit

Endpoint Single 450.0nm Mix off Temp
25.3

Reader Model # xMark

Reader Serial # 10108

Readex Version

#

Comments

Reader Setup

2.02.05

Using Standard Data Set from Current Experiment.

Linear Fit: Y=slope*X+intercept

20/50/80%: X = 1,798 / 1,052 / 0,305 Y = 0,176 / 0,234 /
0,292

intercept: 0,315 (+/-0,015), slope: -0,077 (+/-0,013)
chi2=0,003, RMS=0,026, r*2=0,904

Standards Repoxt:

Std # Conc WellReplicates Mean Sb CcV
1 0 H1 0,330 0,330 (*) (*)
2 0.15625 G1 0,323 0,323 (* ) ( *)
3 0.3125 Fl 0,296 0,296 ( * ) ( *)
4 0.625 El 0,226 0,226 ( * ) ( *)
5 1.25 D1 0,204 0,204 (* ) ( *)
6 2.5 Cli 0,138 0,138 (* ) ( * )

Data Analysis Report:

Sample ID Well Replicates Mean ' Conc 'SD .{Conc)
A0l B2 0,164 0,164 1,959 ( * )
AO2 c2 0,084 0,084 2,997 ( * )
AD3 D2 0,105 0,105 2,724 ( * )
A4 E2 0,111 0,111 2,647 ( * )




F2
G2
H2

B3
Cc3
D3
E3
F3
G3
H3
A4
B4
C4
D4
E4
F4
G4
H4

B5
C5
D5
ES5
F5
G5
H5
A6
B6
Cé6
D6
E6
F'6
G6
H6
A7
B7
Cc7
D7

0,078
0,083
0,071
0,107
0,142
0,103
0,105
0,097
0,099
0,155
0,099
0,127
0,144
0,156
0,088
0,119
0,117
0,090
0,106
0,199
0,133
0,112
0,085
0,099
0,058
0,131
0,053
0,079
0,112
0,131
0,131
0,114
0,126
0,132
0,105
0,102
0,022
0,121
0,117

0,078
0,083
0,071
0,107
0,142
0,103
0,105
0,097
0,099
0,155
0,099
0,127
0,144
0,156
0,088
0,119
0,117
0,090
0,106
0,199
0,133
0,112
0,085
0,099
0,058
0,131
0,053
0,079
0,112
0,131
0,131
0,114
0,126
0,132
0,105
0,102
0,022
0,121
0,117

3,075
3,010
3,165
2,698
2,245
2,750
2,724
2,828
2,802
2,076
2,802
2,439
2,219
2,063
2,945
2,543
2,569
2,919
2,711
1,505
2,361
2,634
2,984
2,802
3,334
2,387
3,399
3,062
2,634
2,387
2,387
2,608
2,452
2,374
2,724
2,763
3,801
2,517
2,569
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BOS
B10O
Bll
B12
B13
Bl4
B1S
Bl6
B17
B18
B19
B20
B21
B22
B23
B24
B25
B26
B27
B28
B29
B30
B31
B32
B33
B34
B35

E?7
F7
G7
H7
AB
B8
c8
D8
E8
F8
G8
HB
A9
B9
C9
D9
ES
F9
G9
HY
Al0
Bl10O
Cclo0
D10
E10
F10
G10

0,149
0,097
0,122
0,141
0,117
0,162
0,084
0,119
0,139
0,091
0,104
0,159
0,092
0,120
0,085
0,085
0,084
0,076
0,081
0,071
0,097
0,160
0,094
0,065
0,072
0,138
0,187

0,149
0,097
0,122
0,141
0,117
0,162
0,084
0,119
0,139
0,091
0,104
0,159
0,092
0,120
0,085
0,085
0,084
0,076
0,081
0,071
0,097
0,160
0,094
0,065
0,072
0,138
0,187

2,154
2,828
2,504
2,258
2,569
1,985
2,997
2,543
2,283
2,906
2,737
2,024
2,893
2,530
2,984
2,984
2,997
3,100
3,036
3,165
2,828
2,011
2,867
3,243
3,152
2,296
1,661
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Lampiran 13. Hasil Pemeriksaan Kadar Testosteron

| Title

[ Protocol

Date/Time 08/01/2009 15:44:02

Technician L I
Plate ID T |
Unit |
Reader Setup Endpoint Single 450.0nm Mix off Temp 22.2
Reader Model # l|xMhrk

Reader Serial # 10108
|Reader Version # || 2.02.05 ‘
Comments |

Using Standard Data Set from Current Experiment.

Linear Fit: Y=slope*X+intercept

20/50/80%: X = 1,665 / 0,893 / 0,121 Y = 0,503 / 0,808 /
1,114

intercept: 1,162 (+/~0,097), slope: -0,395 (+/-0,082)
chi2=0,120, RMS=0,173, r*2=0,852

Standards Report:

Std #| Conc "Hell“keplicates Mean sSD CV I
1 0 AL | 1,317 J1,317 [ (*) | ( *) |

| 2 Jo.15625 ] 61 | 1,237 1,237 (*) [ ( *)

i 3 || 0.3125 | F1 0,938 0,938 (*) | (*)
4 0.625 [EL| 0,767 [o0,767[ ( * ) | ( * ) |
5 1.25 D1 0,496 0,496 (*) [ (*)
6 2.5 | c1 0,300 [[0,300f (*) [ (*)

Data Analysis Report:

|Sample ID|Well |[Replicates| Mean Conc |SD (Conc)

A01 a2 | 0,715 0,715 (1,130 | ( * )
A02 B2 0,629 | 0,629 1,347 ( *)
a03 | c2 0,602 [[0,602]1,416| ( * ) |
A04 D2 0,573 0,573 1,489 (*) |
A0S E2 0,373 0,373 1,995 ( *)




206 F2 0,546 | 0,546 | 1,557 ] ( *)
a07 || &2 0,637 0,637 [ 1,327 ( * )
A08 | H2 0,434 [ 0,434 ) 1,841 ( *)
a09 | a3 0,552 |[0,552 |[1,542| ( *)
A10 | B3 0,477 | 0,477 | 1,732 ( *)
a11 [ c3 | 0,645 |0,645[ 1,307 ( *)
212 || D3 | 0,719 | 0,738 1,120 | ¢ * ) ]
A13 E3 | 0,496 | o, 49’-||T—6£_4=|[_T|
Ald F3 || 0,583 0,583 [[1,464 (| ( * )

| a15 | e3 0,520 [ 0,520 | 1,623 | ( *)
Al6 | H3 0,427 [ 0,427 | 1,858 | ( *)
A17 | a4 0,500 [l0,500] 1,674 (*) |

[ A1s B4 0,613 [0,613]1,388] ( *) |
A19 c4 0,296 ] 0,296 2,190 ( *)
a20 | pa 0,572 [ 0,572 (1,492 | ( * )
A21 E4 0,309 | 0,309 2,157 ( *)

[ a22 F4 0,426 0,426 1,861 | ( *) |

[ A23 G4 0,584 [[0,584] 1,461 ( *) |

[ n24 B4 | o,561 |o,561] 1,519 (*) |

[ a2s A5 | 0,561 |0,561]1,519| ( *) |

| A26 B5 0,305 |[ 0,305 2,167 | ( * )

| Aa27 || cs 0,504 0,504 [[1,664 | ( * )

| A28 | b5 0,661 0,661 (1,266 ( *) |

| a29 | ES 0,216 [ 0,216 2,392 ( *)
A30 F5 0,589 0,589 | 1,449 ( *)
A31 G5 | 0,540 0,540 || 1,573 || ( *)
A32 HS 0,474 [ 0,474 [ 1,740 ( * )

IESE a6 | 0,704 [o,704 1,258 ( *) |
A34 B6 0,537 0,537 (1,580 | ( *)
A35 c6 0,378 [ 0,378 1,982 | ( *)

| BO1 D6 0,333 [ 0,333 2,096 ( *)

[ Bo2 | E6 0,514 [0,514] 1,638 ( *) |
BO3 | Fé 0,424 0,424 || 1,866 ( *)

[ B04 | 66 | 0,398 | 0,398 1,932] ( *)

|  BOS H6 | 0,438 0,438 [[ 1,831 || ( * )
BO6 A7 0,004 [ 0,004 2,929 ( *)
BO7 B7 0,468 0,468 | 1,755 ( *)
BOS c7 0,624 | 0,624 (1,360 ( *)
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BO9 D7 0,758 | 0,758 [ 1,021
Bl0 | E7 | 0,519 |o,519] 1,626 |
Bl11 | F7 | o0,562 | o,562| 1,517 |

| B12 [ 67| 0,503 |o0,503] 1,666 | |
B13 H7 | 0,329 [ 0,329 [ 2,106 | |
B14 a8 | 0,401 | 0,401 1,924 | |
B15 | B8 | 0,437 0,437 1,833 ] ]
Bl6 | c8 | 0,396 ][ 0,396 1,937 |

£ * )

5 = ]

L")

L * )

Tl

£ %)

l (*)

| (*)
| B17 | p8 | 0,497 0,497 1,681 | ( *) |
| B18 | E8 | 0,249 [ 0,249 2,309 (*) |
| B19 || F8 | 0,456 | 0,456 1,785 ( *) |

| B20 | e8 | 0,462 | 0,462 1,770 ( *)
| B21 | H8 0,501 [ 0,501 1,671 (*) |
B22 | A9 0,790 | 0,790 0,940 | ( *) |

| B23 | B9 | 0,694 [ 0,694 1,183 ( *)

| B24 | c9 | 0,709 | o,709 1,145 ( *)

| B25 | p9 | 0,471 [ 0,471 1,747 ( *)
B26 | E9 | 0,432 0,432 1,846 ( *) |

B27 | F9 0,699 [ 0,699 1,170 ( *)

| B28 | 69 | 0,176 | 0,176 2,493 ( *)
| B29 | B9 | 0,465 [ 0,465 1,762| ( *) |
B30 |ai0| o,856 [o,856]0,773| ( *) |
| B31 [ Bilo| 0,447 0,447 1,808 ( *) |

| B32 |cio| o,562 [o,562]1,517] ( *)

| B33 |p1o| 0,828 [o0,828 0,844 ( *)

| B34 |E10| 0,593 | 0,593 [ 1,439 ( *)
B35 |F10| 0,679 Jo,679 1,221 (*) |
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Lampiran 14, Hasil Analisa Statistik Antar Variabel

KARAKTERISTIK SUBYEK PENELITIAN

T-Test
‘Group Statistics
Kelompok N Mean Std. Deviation Std. Error Mean
Tidak penderita Acne 35 17,5714 50210 ,08487
Umur Penderita Acne 35 17,4857 50709 ,08571
Independent Samples Test
Levene's Test for Equality of t-test for Equality of Means
' Variances
F Sig. t df Sig. (2- Mean Std. Error 85% Confidence Interval of
talled) | Difference | Difference the Difference
Lower 'Upper
Umur Equal variances assumed 627 431 71 68 480 08571 ,12062 -, 15498 326841
Equal variances not assumed ,711] 67,993 480 ,0B571 ,12062 -, 15498 32641




Indek Masa Tubuh * Responden Crosstabulation
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Responden Total
Ya Tidak
Count a3 a3 66
Nomal

% within Indek Masa Tubuh 50,0% 50,0% 100,0%
Indek Masa Tubuh

Count 2 2 4

Obesitas

% within Indek Masa Tubuh 50,0% £0,0% 100,0%

Count 35 35 70
Total

% within Indek Masa Tubuh 50,0% 50,0% 100,0%

Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
sided) sided) sided)

Pearson Chi-Square ,000° 1 1,000
Continuity Comection” ,000 1 1,000
Likelihood Ratio ,000 1 1,000
Fisher's Exact Test 1,000 693
Linear-by-Linear Association 000 1 1,000
N of Valid Cases 70

a. 2 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 2,00.

b. Computed only for a 2x2 table
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SUKU
Crosstab
Kelompok Total
Tidak penderita | Penderita Acne
Acne
Count 1" 8 19
Minang
% within Kelompok 31,4% 22,9% 2T1%
Count 15 18 33
Melayu
% within Kelompok 42,9% 51,4% 47.1%
Count 3 2 5
Batak
% within Kelompok 8,6% 5,7% 7.1%
Suku
Count 5 5 10
Jawa
% within Kelompok 14,3% 14,3% 14,3%
Count 1 1 2
Cina
% within Kelompok 2,98% 2,.8% 2.9%
Count 0 1 1
Nias
% within Kelompok 0,0% 2,9% 1,4%
Count 35 a3 70
Total
% within Kelompok 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 1,946° 5 857
Likelihood Ratio 2,336 5 ,801
Linear-by-Linear Association 376 1 540
N of Valid Cases 70

a. 6 cells (50,0%) have expected count less than 5. The minimum
expected count is 50,
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Pendidikan
Crosstab
Kelompok Total
Tidak penderita Penderita Acne
Acne
Count 21 19 40
Mahasiswa
% within Kelompok 60,0% 54,3% 571%
Count 7 13 20
Pendidikan  Pelajar
% within Kelompok 20,0% 37,1% 28,6%
Count 7 3 10
Pelgjar
% within Kelompok 20,0% 8,6% 14,3%
Count 35 35 70
Total
% within Kelompok 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value df Asymp. Sig. (2-
sided)
Pearson Chi-Square 3,500° 174
Likelihood Ratio 3,574 2 167
Linear-by-Linear Association ,108 1 745
N of Valid Cases 70
a. 0 cells (0,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count
is 5,00.
Tipe Acne
Frequency Percent Valid Percent Cumulative
Percent
Papulo pustul 22 629 62,9 62,9
Papulo vesikel 11 34 314 94,3
Valid
Komedonal 2 57 57 100,0
Total 35 100,0 100,0




One-Sample Kolmogarov-Smimov Test

Kadar
Kadar Kortisol | Testosteron
N 70 70
Mean 26589 1,6408
Nomal Parameters(a,b) Std. Deviation 41352 28816
Most Extreme Absolute 064 067
Differences Positive 053 067
Negative - 064 -044
Kolmogorov-Smimov Z 539 557
Asymp. Sig. (2-tailed) 933 015
a Test distribution is Normal.
b Calculated from data.
Statistics
Kadar
Kadar Kortisol | Testostergn
N Valid 70 70
Missing 0 0
Mean 2,6589 1,6408
Median 2,7175 1,6510




HUBUNGAN POLIMORFISME DENGAN AKNE VULGARIS
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Crosstab
responden
ya tidak Total
{polimorfisme gen ya Count 29 24 53]
% within polimorfisme gen 54.7% 45.3% 100.0%
tidak  Count 6 " 17
% within polimorfisme gen 35.3% 64.7% 100.0%
Total Count 35 35 70
% within polimorfisme gen 50.0% §0.0% 100.0%
Chi-Square Tesfs
Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
_ Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square 1.842% 1 .163
Continuity Correction® 1.243 1 .265
|Likelihood Ratio 1.965 1 .161
Fisher's Exact Test .285] .132
Linear-by-Linear Association 1.915 1 .166
N of Valid Cases 70

a. O cells (,0%) have expected count fess than 5. The minimum expected count is 8,50.

b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
95% Confidence Inferval
Value Lower Upper
| |Odds Ratio for polimorfisme 2215 714 6.8731
gen (va / tidak)
For cohort responden = ya 1.550| J79| 3.087
For cohort responden = tidak 700 A42 1.108}
N of Valid Cases 70
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HUBUNGAN KADAR HORMON KORTISOL DENGAN AKNE VULGARIS

Crosstab
Kelompok
Akne |Tidakakne{ Total
kottisol  tinggi Count 19 18 37
% within kortiso 51.4% 48.6% 100.0%
rendah  Count 18 17 33
% within kortisol 48.5% 51.5% 100.0%]
Total Count 35 35 70
% within kortisol 50.0% 50.0% 100.0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- | Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearson Chi-Square .057° 1 .811
Continuity Correction® 000 1 1.000
Likelihood Ratio .057 1 811
Fisher's Exact Test 1.000 SOOL
Linear-by-Linear Association 057, 1 812
iN of Valid Cases 70

a. 0 cells (,0%) have expected count less than 5, The minimum expected count is 18,50.

b. Computed only for a 222 table

Risk Estimate
95% Confidence Interval
Value Lower Upper

Odds Ratio for kortiso! (tinggi 1.122 438 2.868
/ rendah)

For cohort responden = ya 1.059; 661 1.697|
For cohort responden = tidak 844 591 1.508)
IN of Valid Cases 70




HUBUNGAN KADAR HORMON TESTOSTERON DENGAN AKNE
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VYULGARIS
Testosteron * Kelompok Crosstabulation
Kelompok
tidak pendarita
Penderita Acne acne Total
Testosteron  Tinggi Count 14 21 351
% within Testosteron 40.0% 60.0% 100.0%
Rendah  Count 21 14 35‘
% within Testosteron 60.0% 40.0% 100.0%
Total Count a5 35 70]
% within Testosteron 50.0% 50.0% 100.0%
Chi-Square Tesats
Asymp. Sig. (2- | Exact Sig. (2- Exact Sig. (1-
Value df sided) sided) sided)
Pearscn Chi-Square 2.800" 1 094
Continuity Correction® 2.057 1 151
Likelihood Ratio 2818 1 .093
Fisher's Exact Test A5 0761
Linear-by-Linear Association 2.760 1 097
N of Valid Cases 70

a. 0 cells {,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 17,50.
b. Computed only for a 2x2 table

Risk Estimate
95% Confidence Interval
Value Lower Upper
Odds Ratio for Testosteron 444 A7 1.157]
({Tinggi / Rendah)
For cohort Kelompok = 667 A409| 1.084
Penderita Acne
For cohiort Kelompok = tidak 1.5001 921 2.443
penderita acne
N of Valid Cases 70
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ANALISIS REGRESI
Varlables in the Equation
B S.E. Wald Sig. Exp(B)
Poul 1,191 592 4,051 1 044 3,289
KOR 028 027 1,090 1 287 1,029
Step 1°
TEST -064 071 B18 1 366 ,B38
Constant -1,310 1,545 719 1 397 270
POLI 1,121 579 3,753 1 ,053 3,069
Step 2° KOR ,018 025 9258 1 455 1,019
r Constant -1,704 1,455 1,519 1 218 166
POLI 1,049 ,569 3,404 1 ,065 2,856
Step 3°
Constant - 773 494 2,454 1 17 452

a. Variable(s) entered on step 1:

POL! KOR, TEST.




