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ABSTRAK

PERFORMA DIAGNOSTIK SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM
(SNP) rs9399137 DAN rs72872548 DENGAN EKSPRESI
PHOSPHATIDYLSERINE PADA SEL DARAH MERAH (PS-EXPOSED
RBCS) SEBAGAI MODEL PREDIKTOR TINGKAT KEPARAHAN
BETA-THALASSEMIA

Oleh

PUTU RISTYANING AYU SANGGING

Mutasi gen beta globin merupakan penyebab utama beta-thalassemia, yaitu suatu
penyakit herediter yang ditandai oleh penurunan atau tidak adanya sintesis rantai
polipeptida globin, sehingga produksi Hb menjadi tidak adekuat. Pada pasien beta-
thalassemia, peroksidasi lipid membran eritrosit pasca transfusi, dapat
meningkatkan ekspresi phosphatidylserine pada sel darah merah (PS-Exposed
RBCs), yang berperan dalam aktivasi faktor koagulasi V dan X, sehingga memicu
trombosis. Beberapa Single Nucleotide Polymorphism (SNP) diketahui
berhubungan dengan dengan gen pengekspresi penyakit ini, diantaranya 1rs9399137
pada region HBS1L-MYB dan rs72872548 pada gen HbE. Penelitian ini bertujuan
untuk mengidentikasi spesifisitas dan sensitivitas kombinasi SNP 1s9399137,
rs72872548 dengan PS-Exposed RBCs dalam memprediksi tingkat keparahan
pasien beta-thalassemia. Penelitian ini merupakan studi observasi laboratorik, yang
melibatkan 32 orang pasien beta-thalassemia. Pemeriksaan SNP rs9399137 dan
rs72872548 dilakukan menggunakan metode PCR dan sekuensing DNA,
sedangkan ekspresi PS-Exposed RBCs menggunakan metode ELISA. Hasil
penelitian menunjukkan bahwa genotipe TT merupakan genotipe yang paling
banyak ditemukan pada SNP rs9399137 (66,7%), sedangkan genotipe CC paling
dominan pada SNP rs72872548 (82,1%). Penggunaan masing-masing marker SNP
rs9399137, SNP 1572872548, dan PS-Exposed RBCs sebagai prediktor tunggal
tingkat keparahan memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang tidak cukup baik. SNP
r$9399137 memiliki sensitivitas 92,30% dan spesifisitas 57,14%, SNP rs72872548
sensitivitas 92,86% dan spesifisitas 28,57% dan PS memiliki sensitivitas sebesar
64,71% dan spesifisitas 86,67%. Model kombinasi gabungan SNP rs9399137, SNP
1s72872548 dan PS-Exposed RBCs sebagai model prediktor tingkat keparahan,
memiliki sensitivitas (84,6%) dan spesifisitas (71,4%) yang paling optimal dengan
nilai diskriminasi yang baik (AUC=0,852; 95% CI: 0,701-0,974). Simpulan:
Model pemeriksaan kombinasi SNP rs9399137, SNP rs72872548 dan ekspresi PS
merupakan model prediktor tingkat keparahan beta-thalassemia terbaik dengan
sensitivitas dan spesifisitas yang optimal, dibandingkan parameter tunggal.

Kata kunci: Beta-thalassemia, PS-Exposed RBCs, Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), SNP 1s9399137, SNP rs72872548
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ABSTRACT

DIAGNOSTIC PERFORMANCE OF SINGLE NUCLEOTIDE
POLYMORPHISM (SNP) rs9399137 AND rs72872548 WITH
PHOSPHATIDYLSERINE EXPRESSION IN RED BLOOD CELLS (PS-
EXPOSED RBCS) AS A PREDICTOR MODEL FOR BETA-
THALASSEMIA SEVERITY

By

PUTU RISTYANING AYU SANGGING

Mutations in the beta-globin gene are the primary cause of beta-thalassemia, a
hereditary disorder characterized by reduced or absent synthesis of globin
polypeptide chains, resulting in inadequate hemoglobin (Hb) production. In patients
with beta-thalassemia, post-transfusion erythrocyte membrane lipid peroxidation
can increase the exposure of phosphatidylserine on red blood cells (PS-exposed
RBCs), which plays a role in the activation of coagulation factors V and X, there
by triggering thrombosis. Several single nucleotide polymorphisms (SNPs) have
been reported to be associated with the expression of this disease, including
1s9399137 located in the HBSIL-MYB region and rs72872548 in the HbE gene.
This study aimed to identify the sensitivity and specificity of a combination of SNP
1s9399137, SNP 1572872548, and PS-exposed RBCs in predicting the severity of
beta-thalassemia. This study was a laboratory-based observational study involving
32 patients with beta-thalassemia. Genotyping of SNP rs9399137 and rs72872548
was performed using PCR and DNA sequencing, while PS-exposed RBC levels
were measured using an ELISA-based method. The results showed that the TT
genotype was the most frequently observed genotype for SNP rs9399137 (66.7%),
whereas the CC genotype was the most dominant for SNP rs72872548 (82.1%)).
The use of SNP markers rs9399137, SNP rs72872548, and PS-Exposed RBCs as
single predictors of severity had insufficient sensitivity and specificity. SNP
r$s9399137 had a sensitivity of 92.30% and a specificity of 57.14%, SNP
rs72872548 a sensitivity of 92.86% and a specificity of 28.57%, and PS had a
sensitivity of 64.71% and a specificity of 86.67%. The combined model of SNP
1s9399137, SNP rs72872548 and PS-Exposed RBCs as a severity predictor model,
has the most optimal sensitivity (84.6%) and specificity (71.4%) with good
discrimination value (AUC=0.852; 95% CI: 0.701-0.974). Conclusion: The
combined examination model of SNP 1rs9399137, SNP rs72872548 and PS
expression is the best beta-thalassemia severity predictor model with optimal
sensitivity and specificity, compared to single parameters.

Keyword: Beta-thalassemia, PS-Exposed RBCs, Single Nucleotide
Polymorphism (SNP), SNP rs9399137, SNP rs72872548
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I. PENDAHULUAN

A. Latar Belakang Masalah

Thalassemia merupakan salah satu kelainan genetik yang diturunkan dari
orang tua kepada anak dan paling sering ditemukan di seluruh dunia. World
Health Organization (WHO) memperkirakan bahwa sekitar 7% populasi dunia
merupakan pembawa sifat thalasemia. Distribusi tertinggi dari penyakit ini dapat
ditemukan pada wilayah yang dikenal sebagai thalassemia belt/sabuk
thalassemia yang meliputi kawasan mediterania, Timur Tengah, Asia Selatan,
Semenanjung China, Asia Tenggara, hingga kepuluauan Pasifik (Brancaleoni et
al., 2016; Munkongdee et al., 2020). Seiring dengan meningkatnya mobilitas
penduduk dan terjadinya perkawinan antar etnis, penyakit ini telah menyebar
melintasi wilayah endemik nya ke seluruh dunia, termasuk ke wilayah-wilayah
yang sebelumnya dikenal memiliki prevalensi yang rendah, seperti Eropa Utara
(Hastuti et al., 2023; Cao & Galanello, 2010). Kondisi ini menegaskan bahwa
thalassemia saat ini telah menjadi tantangan bagi tatanan kesehatan global dan
memerlukan perhatian serius, serta solusi yang komprehensif.

Sebagai wilayah yang termasuk ke dalam sabuk thalassemia, Indonesia juga
memiliki masalah kesehatan yang cukup signifikan terkait thalassemia.
Berdasarkan data epidemologi, diperkirakan 3-10% dari populasi Indonesia
memiliki gen karier thalassemia. Hal ini menempatkan Indonesia menjadi salah
satu negara dengan resiko thalassemia yang tinggi. Kementerian Kesehatan
sendiri mencatat ada 11.000 penderita thalassemia di Indonesia pada tahun 2023
(Farid et al., 2023). Sementara itu, jika dihitung menggunakan pendekatan
Hardy-Weinberg tentang frekuensi alel dari generasi ke generasi, maka setiap
tahunnya diperkirakan akan ada 2.500 bayi yang lahir dengan thalassemia
mayor. Hal ini, tentunya akan memberikan dampak yang signifikan pada beban

pembiayaan kesehatan nasional.



Thalassemia merupakan kelainan sintesis hemoglobin (Hb) yang
disebabkan oleh adanya gangguan produksi rantai globin. Normal nya,
hemoglobin tersusun atas dua rantai alfa dan dua rantai beta yang harus berada
dalam keseimbangan. Adanya ketidakseimbangan jumlah rantai globin ini, akan
mengganggu pembentukan hemoglobin normal dan menyebabkan kerusakan sel
eritrosit (Lantip, 2019). Thalassemia dapat diklasifikasikan berdasarkan genetik,
klinis maupun kebutuhannya akan transfusi. Secara genetik, thalassemia dapat
dibedakan menjadi alfa, beta dan hemoglobinopati. Secara klinis, thalassemia
diklasifikasikan menjadi thalassemia mayor, thalassemia intermediate,
thalassemia minor dan thalassemia traits. Selain itu, berdasarkan kebutuhannya
penderitanya akan transfusi, thalassemia dapat diklasifikasikan menjadi Non
Transfusion Dependent Thalassemia (NTDT) dan Transfusion Dependent
Thalassemia (TDT) (Galanello & Origa, 2010; Musallam et al., 2013).

Beta-thalassemia merupakan jenis thalassemia yang menarik untuk diteliti.
Hal ini dikarenakan penderita nya, terutama tipe mayor, sering kali memiliki
gejala klinis yang berat dan memerlukan perawatan medis yang intensif dalam
jangka panjang, sehingga lebih sering ditemukan di pusat layanan kesehatan dan
rumah sakit. Secara epidemiologi, beta thalasemia juga merupakan salah satu
penyakit genetik dengan prevalensi yang signifikan, baik secara global maupun
di Indonesia. Setiap tahun, diperkirakan terdapat 300.000 — 500.000 bayi baru
lahir dengan kelainan hemoglobin berat dan diperkirakan terdapat 50.000 —
100.000 kematian akibat beta thalasemia mayor (Hastuti et al., 2023; Cao &
Galanello, 2010).

Beta-thalassemia sendiri merupakan kelainan autosomal resesif akibat
adanya mutasi pada gen HbB di kromosom 11 yang berperan dalam sintesis
rantai beta globin. Mutasi yang terjadi dapat berupa mutasi titik maupun delesi
yang berakibat pada terganggunya sintesis rantai beta globin (Musallam ef al.,
2013). Mutasi tersebut dapat menyebabkan gen mengalami kerusakan total (°)
yang berakibat tidak adanya produksi rantai beta globin, maupun kerusakan
parsial (B") yang mengakibatkan penurunan produksi rantai beta globin (Lee et
al., 2021). Kedua kondisi tersebut, menyebabkan adanya defisiensi rantai beta

globin dan kelebihan rantai alfa yang tidak berpasangan. Hal ini pada akhirnya



akan memicu kerusakan sel eritrosit melalui proses eritropoiesis yang tidak
efektif dan hemolisis. Kondisi ini berujung dengan adanya anemia kronis dengan
manifestasi mikrositik hipokromik dengan gejala klinis yang beragam
(Wahidiyat et al., 2020; Olivieri, 1999).

Beta-thalassemia memiliki gejala klinis yang sangat luas, dari ringan hingga
berat, bergantung pada jenis mutasi genetik yang mendasarinya (Huang et al.,
2020). Pasien dengan thalassemia mayor umumnya mengalami anemia berat
yang memerlukan transfusi rutin, sedangkan bentuk intermedia dan minor
menunjukkan derajat keparahan yang lebih ringan dengan kebutuhan transfusi
yang bervariasi (Lee et al., 2021; Olivieri, 1999). Selain anemia, pasien juga
berisiko mengalami berbagai komplikasi seperti splenomegali, gangguan
endokrin, osteoporosis, serta gangguan fungsi organ akibat kelebihan zat besi
yang terakumulasi dari transfusi berulang dan peningkatan absorpsi usus (Longo
et al., 2021; Rivella, 2009; Hershko & Rachmilewitz, 1979).

Pada beberapa tahun terakhir, perhatian terhadap mekanisme patofisiologi
thalassemia semakin berkembang, terutama mengenai peranan stres oksidatif
dan perubahan-perubahan yang terjadi pada membran sel eritrosit penderita beta
thalassemia. Salah satu temuan penting dari penelitian-penelitian tersebut adalah
adanya peningkatan sel eritrosit yang mengekspresikan phosphatidylserine (PS-
exposed RBSc) (Chansai et al., 2022). Phosphatidylserin (PS) adalah fosfolipid
bermuatan negatif yang umumnya terletak pada di monolayer bagian dalam
membran sel eritrosit. Pada kondisi beta thalassemia, terjadi translokasi PS ke
permukaan luar membran sel eritrosit akibat adanya kerusakan oksidatif.
Ekspresi PS pada permukaan sel eritrosit ini, selanjutnya akan memicu kematian
sel secara prematur akibat adanya eritropiesis yang tidak efektif maupun
hemolisis (Hastuti et al., 2023; Prahasanti et al., 2025). Selain itu, ekspresi PS
juga berontribusi terhadap kondisi hiperkoagulasi dan peningkatan risiko
trombosis (Huang et al., 2020; Puar et al., 2019). Temuan-temuan ini
menunjukan bahwa PS-exposed RBCs memiliki potensi untuk digunakan
sebagai indikator penting dalam menilai keparahan klinis beta thalassemia.

Saat ini, kemajuan dalam bidang genetika molekuler telah meningkatkan

pemahaman mengenai hubungan variasi  genetik dengan gejala klinis



thalassemia secara mendalam. Lebih dari 300 jenis mutasi pada gen B-globin
telah berhasil diidentifikasi, yang mencakup mutasi pada promoter, proses
splicing  RNA, translasi, hingga mutasi frameshift dan nonsense yang
menyebabkan gangguan sintesis protein (Jariwala et al., 2019). Selain mutasi
utama tersebut, variasi genetik lain seperti Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) juga diketahui berperan dalam memodulasi ekspresi penyakit. Beberapa
SNP, seperti SNP rs9399137 pada region HBSIL-MYB dan rs72872548 pada
gen HBEI1 telah dilaporkan memiliki keterkaitan dengan wvariasi kadar
hemoglobin fetal (HbF) dan derajat keparahan beta-thalassemia, khususnya pada
populasi Asia Tenggara (Munkongdee et al., 2021; Thein, 2018).

Berbagai penelitian telah mengkaji aspek patofisologi dan genetika
thalasemia secara luas. Namun demikian, hubungan antara parameter molekuler,
terutama variasi genetik berbasis SNP, dengan manifestasi klinis derajad
keparahan penyakit belum sepenuhnya dimengerti. Padahal, pemahaman yang
komprehensif mengenai hal ini, berpotensi untuk meningkatkan ketepatan
penilaian prognosis penyakit, sehingga dapat berimplikasi langsung terhadap
strategi penatalaksanaan pasien. Selain itu, keterkaitan antara PS-exposed RBCs
sebagai penanda kerusakan eritrosit dengan variasi genetik sebagai penentu
derajad keparahan juga belum banyak diteliti secara bersamaan. Integrasi kedua
penanda ini, berpotensi memberikan gambaran yang lebih komprehensif dalam
menjelaskan heterogenitas klinis thalassemia, terutama pada populasi Indonesia
yang memiliki karakteristik genetik yang berbeda dengan negara lain.

Oleh karena itu, peneliti tertarik untuk melakukan kajian terhadap
keterkaitan antara variasi genetik berbasis SNP, khususnya rs9399137 dan
1572872548 dan PS-exposed RBCs dengan derajat keparahan beta thalassemia.
Penelitian ini dilakukan untuk mengevaluasi potensi masing-masing parameter
tersebut, secara tunggal maupun kombinasi, sebagai prediktor tingkat keparahan
penyakit. Pendekatan ini diharapkan dapat memperkaya pemahaman mengenai
mekanisme penyakit ini secara lebih komprehensif, serta mengembangkan

model prediktif yang lebih akurat dan aplikatif berbasis molekuler.



B. Rumusan Masalah

Berdasarkan uraian dalam latar belakang masalah di atas, maka dirumuskan

beberapa masalah penelitan ini adalah sebagai berikut:

1.

Bagaimanakah variasi genotipe SNP 1s9399137 pada pasien beta-
thalassemia?

Bagaimanakah variasi genotipe SNP rs72872548 pada pasien beta-
thalassemia?

Bagaimana sensitivitas dan spesifisitas variasi genotipe SNP rs9399137
sebagai prediktor tingkat keparahan pasien beta-thalassemia?

Bagaimana sensitivitas dan spesifisitas variasi genotipe SNP rs72872548
sebagai prediktor tingkat keparahan pasien beta-thalassemia?

Bagaimana sensitivitas dan spesifisitas ekspresi phosphatidylserine pada sel
darah merah (PS-Exposed RBCs) sebagai prediktor tingkat keparahan pasien
beta-thalassemia?

Bagaimana sensitivitas dan spesifisitas model kombinasi SNP rs9399137,
SNP rs72872548 dan ekspresi phosphatidylserine pada sel darah merah
(PS-Exposed RBCs) sebagai prediktor tingkat keparahan pasien beta-
thalassemia?

Apakah terdapat perbedaan sensitivitas dan spesifisitas antara model
prediktor tunggal dan model kombinasi SNP rs9399137, SNP rs72872548
dan ekspresi phosphatidylserine pada sel darah merah (PS-Exposed RBCs)

dalam menentukan tingkat keparahan pasien beta-thalassemia?

Tujuan Penelitian

Penelitian ini bertujuan untuk:

Mengidentifikasi variasi genotipe SNP 1s9399137 pada pasien beta-

thalassemia.

Mengidentifikasi variasi genotipe SNP rs72872548 pada pasien beta-

thalassemia.

Menganalisis sensitivitas dan spesifisitas variasi genotipe SNP 1s9399137
sebagai prediktor tingkat keparahan pasien beta-thalassemia.

Menganalisis sensitivitas dan spesifisitas variasi genotipe SNP



E.

1rs72872548 sebagai prediktor tingkat keparahan pasien beta-thalassemia.

Menganalisis sensitivitas dan spesifisitas ekspresi phosphatidylserine
pada sel darah merah (PS-Exposed RBCs) sebagai prediktor tingkat

keparahan pasien beta-thalassemia.

Menganalisis sensitivitas dan spesifisitas model kombinasi SNP
rs9399137, SNP rs72872548 dan ekspresi phosphatidylserine pada sel
darah merah (PS-Exposed RBCs) sebagai prediktor tingkat keparahan

pasien beta-thalassemia.

Menganalisis perbedaan sensitivitas dan spesifisitas antara model
prediktor tunggal dan model kombinasi SNP 1rs9399137, SNP
rs72872548 dan ekspresi phosphatidylserine pada sel darah merah (PS-
Exposed RBCs) dalam menentukan tingkat keparahan pasien beta-

thalassemia.

Manfaat Penelitian

Meningkatkan kesadaran masyarakat mengenai penyakit thalassemia dan
jenisnya yang terjadi akibat pernikahan antar etnis dengan mengembangkan

metode deteksi yang beragam.

Menambah pengetahuan mengenai pemeriksaan kombinasi secara genetik
biomolekuler sebagai model prediktor tingkat keparahan pasien beta
thalasemia untuk penanganan yang lebih tepat dan mencegah komplikasi

lanjut.

Mengembangkan model prediktor tingkat keparahan untuk penguatan gentik

konseling dan prenatal screening Thalassemia.

Kebaruan Penelitian

Kebaruan penelitian ini dalam konteks disertasi * Performa Diagnostik Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) 19399137 Dan rs72872548 Dengan Ekspresi
Phosphatidylserine Pada Sel Darah Merah (Ps-Exposed Rbcs) Sebagai Model

Prediktor Tingkat Keparahan Beta-Thalassemia” dapat dijelaskan sebagai

berikut:



Penelitian ini merupakan studi pertama di Indonesia, terutama di Provinsi
Lampung yang melaporkan distribusi variasi genetik SNP 19399137 dan
1s72872548 pada pasien beta-thalassemia menggunakan metode sekuensing
Sanger. Hasil penelitian ini memberikan data molekuler pada populasi
penderita beta-thalassemia lokal di Provinsi Lampung yang sebelumnya
belum tersedia.

Penelitian ini merupakan studi pertama yang mengintegrasikan analisis
ekspresi Phosphatidylserine pada sel darah merah (PS-Exposed RBCs)
berbasis ELISA sebagai biomarker membran eritrosit dengan variasi genetik
SNP 1s9399137 dan rs72872548 dalam menentukan tingkat keparahan beta-
thalassemia.

. Penelitian ini mengembangkan desain primer spesifik hasil perancangan
mandiri untuk amplifikasi SNP rs72872548.

. Penelitian ini menghasilkan model prediktif menggunakan kombinasi
biomarker genetik (SNP 1s9399137 dan rs72872548) dan biomarker
kerusakan membran sel eritrosit (PS-exposed RBCs) yang menunjukkan
kemampuan diskriminatif tinggi dalam menentukan tingkat keparahan beta-
thalassemia. Model prediktif ini berpotensi digunakan sebagai skrining

risiko komplikasi beta-thalassemia secara dini.



F. Kerangka Konseptual Penelitian
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Gambar 1. Kerangka Konseptual Penelitian




G. Hipotesis

HOq:

Hl::

HO»:

Hl,:

HOs:

Hls:

HO4:

Hl4

HOs

HIs

HOs

Hls

Tidak terdapat hubungan antara variasi genotipe SNP rs9399137
dengan tingkat keparahan pasien beta-thalassemia.

Terdapat hubungan antara variasi genotipe SNP rs9399137 dengan
tingkat keparahan pasien beta-thalassemia.

Tidak terdapat hubungan antara variasi genotipe SNP rs72872548
dengan tingkat keparahan pasien beta-thalassemia.

Terdapat hubungan antara variasi genotipe SNP rs72872548 dengan
tingkat keparahan pasien beta-thalassemia.

Variasi genotipe SNP 1rs9399137 tidak memiliki sensitivitas dan
spesifisitas yang bermakna dalam memprediksi tingkat keparahan
beta-thalassemia.

Variasi genotipe SNP rs9399137 memiliki sensitivitas dan spesifisitas
yang bermakna dalam memprediksi tingkat keparahan beta-
thalassemia.

Variasi genotipe SNP rs72872548 tidak memiliki sensitivitas dan
spesifisitas yang bermakna dalam memprediksi tingkat keparahan

beta-thalassemia.

: Variasi genotipe SNP rs72872548 memiliki sensitivitas dan spesifisitas

yang bermakna dalam memprediksi tingkat keparahan beta-

thalassemia.

: Ekspresi PS-exposed RBCs tidak memiliki sensitivitas dan spesifisitas

yang bermakna dalam memprediksi tingkat keparahan beta-

thalassemia.

: Ekspresi PS-exposed RBCs memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang

bermakna dalam memprediksi tingkat keparahan beta-thalassemia.
Model kombinasi SNP rs9399137, rs72872548, dan PS-exposed RBCs
tidak memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang bermakna dalam

memprediksi tingkat keparahan beta-thalassemia.

: Model kombinasi SNP rs9399137, rs72872548, dan PS-exposed RBCs

memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang bermakna dalam



memprediksi tingkat keparahan beta-thalassemia.

HO7: Tidak terdapat perbedaan sensitivitas dan spesifisitas antara model
prediktor tunggal dan model kombinasi dalam memprediksi tingkat
keparahan beta-thalassemia.

H17: Terdapat perbedaan sensitivitas dan spesifisitas antara model prediktor
tunggal dan model kombinasi dalam memprediksi tingkat keparahan

beta-thalassemia.
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II. TINJAUAN PUSTAKA

A. Beta-Thalassemia

Beta-thalassemia merupakan kelainan genetik yang diturunkan dan
menyebabkan adanya gangguan pada sintesis hemoglobin, yang ditandai dengan
defisiensi rantai beta-globin (Hershko & Rachmilewitz, 1979). Penyakit ini
termasuk dalam kelompok gangguan sistem hematologi yang sering dibahas
bersama hemoglobinopati. Hemoglobinopati sendiri dapat didefinisikan sebagai
kelainan struktur hemoglobin yang dapat mempengaruhi fungsi serta
kelangsungan hidup sel darah merah. Berbeda dengan hemoglobinopati yang
berkaitan dengan perubahan struktur hemoglobin, thalassemia berkaitan dengan
kelainan jumlah komponen penyusun hemoglobin (Brancaleoni et al., 2016).

Sebagian besar kasus thalassemia diwariskan secara resesif menurut hukum
Mendel. Individu heterozigot umumnya mengalami anemia ringan yang
dikategorikan sebagai thalassemia minor, sedangkan individu homozigot
mengalami anemia berat dengan berbagai derajat keparahan yang dikenal
sebagai beta-thalassemia mayor (Karakukcu et al., 2015). Secara patofisiologis,
beta-thalassemia disebabkan oleh berkurangnya produksi rantai globin B (%)
atau tidak adanya produksi rantai  sama sekali (B°). Kondisi ini mengganggu
pembentukan tetramer hemoglobin normal, yang seharusnya terdiri dari dua

rantai globin o dan dua rantai globin B (Cao & Galanello, 2010).

1. Patofisiologis Thalassemia

Thalassemia terjadi akibat adanya ketidakseimbangnya produksi rantai o
dan non a. Pada kondisi normal, rasio antara rantai o dan non a adalah 1 banding
1 (Munkongdee et al., 2021). Ketika produksi rantai globin dalam sel darah
merah berkurang, rantai yang diproduksi secara normal tidak dapat membentuk
heterotetramer hemoglobin yang seimbang. Kekurangan produksi rantai o-

globin, menyebabkan akumulasi rantai f-globin (a- thalassemia). Sebaliknya,



kekurangan produksi rantai -globin menyebabkan akumulasi rantai a-globin (-
thalassemia) (Hershko & Rachmilewitz, 1979).

Pada beta-thalassemia, jumlah rantai S-like lebih sedikit daripada jumlah
rantai o (Gambar 5). Tingkat ketidakseimbangan ini sejalan dengan derajad
keparahan penyakit (Munkongdee et al., 2021). Oleh karena itu, adanya
gangguan biosintetik globin menjadi penentu utama tingkat keparahan penyakit,
bahkan lebih signifikan dibandingkan dengan produksi hemoglobin yang rendah
(Benites et al., 2019). Secara molekuler, selama proses sintesis, a-globin akan
berinteraksi dengan protein pendamping (molecular chaperone) yang disebut a-
hemoglobin stabilizing protein (AHSP) untuk membentuk kompleks protein,
sebelum molekul tersebut berikatan dengan rantai B-globin dan membentuk
tetramer hemoglobin (Silberstein et al., 2014). AHSP berperan dalam
memfasilitasi pelipatan a-globin serta mencegah terbentuknya agregat protein
yang salah lipat. Mutasi pada o-globin yang mengganggu interaksi dengan
AHSP diketahui berhubungan dengan mikrositosis dan anemia pada manusia
(Singha et al., 2019). Selain itu, kehilangan fungsi AHSP juga terbukti
mengganggu proses eritropoiesis pada model tikus B-thalassemia. Penelitian
menunjukkan bahwa kadar AHSP dapat memengaruhi fenotip klinis [-
thalassemia (Eldor & Rachmilewitz, 2002).
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Gambar 2. Patofisiologi Beta-Thalassemia
(Sumber: Eldor & Rachmilewitz, 2002; Wautier et al., 2011)
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Pada thalassemia, produksi hemoglobin terganggu akibat sintesis rantai
globin yang tidak seimbang, baik karena berkurangnya maupun tidak adanya
salah satu jenis rantai globin. Kondisi ini menyebabkan penurunan nilai mean
corpuscular hemoglobin (MCH) dan mean corpuscular volume (MCV) (Rivella,
2009). Pada B-thalassemia, kelebihan rantai globin o (bukan ) menjadi faktor
utama yang bersifat toksik, karena mengakibatkan destruksi dini sel darah
merah, baik di dalam sumsum tulang maupun secara ekstramedular. Proses ini
dikenal sebagai ineffective erythropoiesis, yang merupakan karakteristik utama
B-thalassemia (Wautier et al., 2011).

Respons terhadap ineffective erythropoiesis dan anemia ditandai dengan
peningkatan produksi eritropoetin yang merangsang hiperplasia eritroid. Kondisi
ini dalam jangka panjang dapat menyebabkan deformitas skeletal, osteoporosis,
pembentukan massa ekstramedular, serta splenomegali. Selain itu, anemia kronis
juga dapat berkontribusi terhadap komplikasi seperti gagal jantung. Eritropoiesis
yang tidak efektif turut meningkatkan penyerapan zat besi di usus, yang
dimediasi oleh penurunan kadar hepsidin—suatu hormon peptida yang
diproduksi oleh hepatosit dan berperan penting dalam regulasi homeostasis zat

besi (Zainuddin et al., 2015).
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Selama perkembangan eritroid, terjadi serangkaian tahapan yang
melibatkan jaringan molekuler kompleks, termasuk eritropoietin (EPO), besi,
dan berbagai faktor transkripsi (Datar et al., 2015). Pada tahap awal eritropoiesis,
khususnya setelah pembentukan burst-forming unit-erythroid (BFU-E), EPO
berperan sebagai regulator utama. Pada fase ini, faktor transkripsi GATA-1 turut
mempromosikan diferensiasi eritroid serta meningkatkan ekspresi reseptor EPO.

Seiring dengan perkembangan eritropoiesis, molekul lain seperti transferin
dan growth differentiation factor 11 (GDFI11) juga berperan dalam proses
proliferasi dan diferensiasi sel eritroid. Regulasi eritropoiesis tidak hanya
bersifat stimulatif, tetapi juga melibatkan mekanisme penghambatan. Ekspansi
eritroid dapat dihambat melalui interaksi antara reseptor FAS dan ligan FAS
yang memicu apoptosis pada sel eritroid imatur. Selain itu, GDF11 dan anggota
keluarga transforming growth factor-beta (TGF-B) lainnya, berperan sebagai
regulator negatif yang menghambat diferensiasi dan pematangan eritrosit dari
tahap awal hingga akhir (Datar et al., 2015).

Gambar 4 menjelaskan lokus gen alfa globin dan beta globin, lokasi
kromosomnya, urutan ekspresi gen selama perkembangan manusia, serta
pembentukan HbA. Gambar ini penting dalam memahami patogenesis
thalassemia terutama beta-thalassemia. a-globin cluster terletak pada kromosom
16p13.3 yang artinya kromosom nomor 16, lengan pendek (p) dan regio 13.3,
fungsi gen a-globin menghasilkan rantai oo hemoglobin. Pada manusia normal
terdapat 4 gen o dan masing-masing kromosom 16 membawa al dan a2
sehingga total ao/oo, karena kebutuhan rantai o sangat besar selama
eritropoiesis maka a2 lebih aktif dibandingkan ol dan produksi a harus
seimbang dengan . Ketidakseimbangan akan menyebabkan presipitasi rantai
globin dan terjadi hemolisis. Sedangkan f-globin cluster berlokasi di kromosom
11p15.5. Susunan gen B-globin salah satunya adalah locus control region (LCR)
yaitu daerah regulator penting yang berfungsi mengontrol ekspresi gen -globin,
membuka struktur kromatin, mengatur switching hemoglobin. Tanpa LCR, gen
B tidak dapat ditranskripsi secara optimal. LCR bekerja melalui enhancer,

looping DNA dan interkasi faktor transkripsi. (Angastiniotis & Lobitz, 2019)
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Gambar 4. Struktur klaster gen o dan B (A) dan patofisiologi thalassemia (B) (Sumber:
Angastiniotis & Lobitz, 2019)

Derajat anemia sangat bervariasi, bergantung pada jenis dan kombinasi
mutasi gen pada setiap individu. Hingga saat ini, terdapat lebih dari 200
mutasi pada klaster gen B-globin. Mutasi yang tidak menghasilkan rantai -
globin sama sekali, disebut mutasi P° sedangkan mutasi yang masih
menghasilkan sebagian rantai B-globin disebut sebagai mutasi B* dan ™" (Datar
etal.,2015).

Pada kasus anemia berat, terapi utama yang diberikan adalah transfusi darah.
Pada Thalassemia Transfusion Dependent (TDT), transfusi biasanya dimulai
dari masa anak-anak, sehingga berisiko menyebabkan penumpukan zat besi
dalam tubuh. Adanya kelebihan zat besi ini, khususnya dalam bentuk zat besi
bebas atau yang disebut labile plasma iron (LPI), dapat memicu pembentukan
spesies oksigen reaktif (ROS) yang mengakibatkan kerusakan organel dan
kematian sel (apoptosis), terutama hepatosit, kardiomiosit dan sel-sel kelenjar
endokrin (Angastiniotis & Lobitz, 2019). Sementara itu, pada Non Transfusion
Dependent Thalassemia (NTDT), kelebihan zat besi terjadi secara sekunder,
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akibat adanya peningkatan zat besi dari saluran pencernaan, meskipun tanpa

melalui transfusi rutin (Hershko & Rachmilewitz, 1979).

2. Hemoglobin Thalassemia

Hemoglobin E (HbE) merupakan varian hemoglobin yang ditandai oleh
substitusi asam amino lisin menggantikan asam glutamat pada posisi ke-26
rantai B-globin. Varian hemoglobin ini sangat umum di Asia Tenggara
(Karakukcu et al., 2015). Individu dengan HbE, baik heterozigot maupun
homozigot, umumnya menunjukan gambaran sel eritrosit yang hipokromik dan
mikrositik. Secara molekuler, mutasi HbE terjadi akibat perubahan kodon GAG
menjadi AAG pada posisi ke-26 gen B-globin. Perubahan ini tidak hanya
menyebabkan substitusi asam amino, tetapi juga menciptakan situs donor
splicing alternatif yang lemah. Akibatnya, proses penyambungan (splicing)
intron 1 menjadi tidak efisien dan menghasilkan mRNA yang tidak normal. Hal
ini akan menurunkan akumulasi mRNA B-globin (Rujito, 2019).

Kombinasi heterozigositas antara HbE dan mutasi -thalassemia (HbE/B-
thalassemia) merupakan salah satu bentuk yang cukup sering ditemukan.
Kombinasi ini, bahkan menyumbang hampir 50% kasus B-thalassemia berat di
seluruh dunia. Genotipe ini sangat umum ditemukan pada beberapa negara Asia
Tenggara, dan juga ditemukan pada populasi diaspora Asia, misalnya di
Amerika Serikat (Karakukcu et al., 2015).

Fenotipe klinis HbE/B-thalassemia sangat bervariasi. Sebagian pasien dapat
hidup tanpa kebutuhan transfusi, sementara sebagian lainnya memerlukan
transfusi sejak usia dini. Variabilitas ini mencerminkan heterogenitas klinis yang
tinggi, sehingga pendekatan manajemen pasien perlu disesuaikan secara

individual (Weatherall & Clegg, 2001).
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Gambar 5. Perubahan Gen Globin Pada Pasien Thalassemia
(Sumber: Weatherall ef al., 2001).

Pemeriksaan Laboratorium Diagnosa Thalassemia

Diagnosis laboratorium thalassemia memerlukan beberapa pemeriksaan,

termasuk analisis indeks sel darah merah, kadar hemoglobin, serta analisis DNA.

Pemeriksaan sel darah merah menggunakan hematology analyzer umumnya

menunjukkan adanya mikrositosis dan penurunan kandungan hemoglobin dalam

eritrosit, yang merupakan salah satu indikator thalassemia. Namun demikian,

temuan tersebut juga dapat dijumpai pada kondisi defisiensi besi, sehingga

membedakan antara thalassemia trait dan anemia defisiensi besi menjadi suatu

tantangan diagnostik. Oleh karena itu, diperlukan pemeriksaan lanjutan untuk

memastikan diagnosis secara akurat (Munkongdee et al., 2020).

a.

Complete Blood Count (CBC)

Anemia pada thalassemia mayor umumnya bersifat berat, dengan kadar
hemoglobin (Hb) < 7 g/dL. Meskipun demikian, tidak semua
hemoglobinopati menunjukkan perubahan khas pada indeks eritrosit.
Sebagai contoh, varian seperti Hb Constant Spring dapat memiliki nilai
mean corpuscular volume (MCV) dan mean corpuscular hemoglobin (MCH)

yang masih dalam batas normal, sehingga nilai normal tersebut tidak dapat
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sepenuhnya menyingkirkan kemungkinan thalassemia trait maupun

hemoglobinopati (Shang et al., 2017).

Indeks eritrosit merupakan langkah awal yang penting dalam skrining
pembawa sifat thalassemia (#rait), termasuk thalassemia o dan hereditary
persistence of fetal hemoglobin (HPFH). Secara umum, nilai MCV < 80 fL
menunjukkan mikrositosis, sedangkan MCH < 27 pg menunjukkan kondisi
hipokromik. Pada thalassemia mayor, nilai MCV biasanya berkisar antara
50-60 fL dan MCH antara 12—18 pg. Sayangnya, penurunan nilai MCV dan
MCH tidak spesifik hanya untuk thalassemia, karena kondisi ini juga dapat
ditemukan pada anemia defisiensi besi. Pada praktiknya, MCH sering
dianggap lebih andal sebagai parameter skrining karena nilai nya dianggap
relatif kurang dipengaruhi oleh variasi cadangan besi dibandingkan dengan
MCV.

Gambaran Darah Tepi

Gambaran apusan darah tepi pada penderita thalassemia, menunjukan
adanya kelainan eritrosit yang khas, seperti anisositosis dan poikilositosis,
termasuk fragmentosit dan teardrop cells. Selain itu, ditemukan gambaran
mikrositik hipokrom, basophilic stippling, Pappenheimer body, sel target,
serta sel eritrosit berinti yang mencerminan adanya gangguan
hemoglobinasi dan diseritropoiesis. Selain itu, jumlah leukosit total dan
neutrofil juga dapat meningkat. Namun demikian, pada kondisi yang lebih
lanjut, seperti hipersplenisme, dapat ditemukan leukopenia, neutropenia,

serta trombositopenia (Yu et al., 2007).
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Gambar 6. Apusan Darah Tepi Beta-Thalassemia/ HBE Heterozigot
(Sumber: Bajwa & Basith, 2023)

Red Cell Distribution Width (RDW)

Red cell distribution width (RDW) merupakan parameter yang
menggambarkan variasi ukuran eritrosit dalam sirkulasi. Pada anemia
defisiensi besi, RDW umumnya meningkat (>14,5%) akibat adanya variasi
ukuran sel yang signifikan, meskipun peningkatannya biasanya tidak
setinggi pada thalassemia mayor (Petrou, 2010). Pada thalassemia trait,
eritrosit cenderung mikrositik tetapi relatif seragam, sehingga peningkatan
RDW umumnya minimal atau tidak terlalu mencolok. Sebaliknya, pada
thalassemia mayor dan intermedia, RDW meningkat secara signifikan,

mencerminkan derajat anisitosis yang lebih berat.

Retikulosit

Jumlah retikulosit mencerminkan aktivitas eritropoiesis di sumsum tulang.
Pada pasien thalassemia, jumlah retikulosit umumnya meningkat sebagai
respons terhadap anemia dan peningkatan aktivitas sumsum tulang.
Sebaliknya, pada anemia defisiensi besi, jumlah retikulosit cenderung

rendah akibat terbatasnya ketersediaan besi untuk sintesis hemoglobin.
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e. High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Analisis Hb dapat dilakukan menggunakan high-performance liquid
chromatography (HPLC) atau capillary zone electrophoresis (CE).
Kedua metode ini mampu memberikan analisis kualitatif dan kuantitatif
komponen hemoglobin secara cepat dan akurat. Secara teoritis, genotipe
thalassemia dapat diperkirakan melalui rasio rantai globin o dan B atau
rasio mRNA o/B, namun pendekatan ini masih bersifat presumtif. Oleh
karena itu, analisis DNA tetap menjadi metode definitif untuk
mengidentifikasi mutasi thalassemia secara spesifik (Lin et al., 2020).

Pemeriksaan HPLC atau CE juga berperan sebagai alat kuantitatif untuk
mengukur fraksi HbA: dan HbF, yang penting dalam identifikasi varian
hemoglobin secara presumtif. Namun, interpretasi hasil nya tetap harus
dikorelasikan dengan kondisi klinis pasien. Selain itu, pemeriksaan
lanjutan juga diperlukan jika ditemukan varian hemoglobin yang relevan
(Lin et al., 2020). Pada B-thalassemia berat, HbF umumnya dominan
(>90%), kecuali pada pasien yang baru saja menerima transfusi darah
dalam jumlah besar. HbA dapat tidak terdeteksi pada individu dengan
genotipe B° homozigot, sedangkan pada $* masih dapat ditemukan dalam
jumlah kecil. Peningkatan kadar HbA: merupakan parameter penting
dalam diagnosis B-thalassemia trait (He et al., 2019). Secara umum,

interpretasi pemeriksaan fraksi Hb sebagai berikut:

1) Kadar HbA> mencerminkan derajat kelainan genetik yang terjadi.
2) Nilai HbA; 3,6-4,2% biasanya ditemukan pada f* ringan.
3) Nilai HbA; 4-9% pada thalassemia heterozigot B° dan B* berat.

4) Kadar HbA> yang tinggi (> 20%) mengindikasikan adanya varian
HbE. Jika fraksi Hb yang dominan adalah HbF dan HbE, maka temuan

tersebut mendukung diagnosis B-thalassemia/HbE.
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HASIL ANALISIS HPLC HEMOGLOBIN
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Gambar 7. Gambaran Analisis Hb Metode HPLC (Sumber: https://myhematology.com/)

Kromatogram HPLC ini menggambarkan individu dengan kadar HbA»
yang tinggi, yang dapat mengindikasikan kemungkinan homozigot Hb E.
HbA,, merupakan komponen hemoglobin minor yang pada individu normal
berkisar antara 1,5-3,5% dari total hemoglobin. Namun demikian, pada
individu dengan homozigot Hb E, kadar HbA; dapat meningkat secara
signifikan, mencapai hingga 20% atau lebih.

Meskipun demikian, kadar HbA; yang normal tidak serta merta
menyingkirkan diagnosis thalassemia. Hal ini disebabkan oleh beberapa

faktor sebagai berikut:
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1) Kadar HbA> dapat tampak lebih rendah dari nilai sebenarnya pada
kondisi defisiensi besi. Oleh karena itu, koreksi defisiensi besi perlu
dilakukan terlebih dahulu sebelum pemeriksaan HPLC diulang untuk
mendapatkan hasil yang lebih akurat (Cao & Galanello, 2010).

2) Kadar feritin serum yang rendah merupakan indikator adanya defisiensi
besi, namun tidak menyingkirkan kemungkinan thalassemia trait.
Apabila defisiensi besi telah disingkirkan, kadar HbA. tetap normal,
tetapi indeks eritrosit masih menunjukkan gambaran yang konsisten
dengan thalassemia, maka perlu dipertimbangkan kemungkinan
thalassemia a atau koeksistensi antara p-thalassemia dan d-thalassemia

(Brancaleoni et al., 2016)..

Elektroforesis Hemoglobin

Pemeriksaan elektroforesis hemoglobin (Hb) dapat dilakukan dengan
berbagai metode, antara lain elektroforesis Hb varian secara kuantitatif
menggunakan cellulose acetate membrane, pengukuran HDbA:. secara
kuantitatif dengan metode mikrokolom, serta penentuan kadar HbF
menggunakan metode denaturasi alkali modifikasi Betke (2 menit). Selain
itu, metode modern seperti capillary hemoglobin electrophoresis juga
semakin banyak digunakan karena memberikan hasil yang lebih cepat dan
akurat. Secara prinsip, elektroforesis hemoglobin bekerja dengan
memisahkan fraksi hemoglobin berdasarkan perbedaan muatan listriknya
dalam medium tertentu, umumnya pada kondisi pH alkali. Pada kondisi ini,
molekul hemoglobin akan bermigrasi dengan kecepatan yang berbeda,
sehingga memungkinkan identifikasi berbagai jenis hemoglobin (Taher &

Saliba, 2017).

Analisis DNA

Analisis DNA dalam mendiagnosa thalassemia telah berkembang pesat
dalam 40 tahun terakhir. Metode yang digunakan meliputi teknik klasik
seperti Southern blotting, amplifikasi polymerase chain reaction (PCR),
restriction fragment length polymorphism (RFLP), amplification refractory
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mutation system (ARMS), hingga direct sequencing. Saat ini, teknologi
next-generation sequencing (NGS) memungkinkan analisis genom secara
menyeluruh untuk mendeteksi berbagai jenis mutasi, termasuk mutasi titik,
delesi, insersi, dan translokasi (Cappellini et al., 2014). Pemeriksaan DNA
berperan penting dalam memastikan jenis mutasi yang mendasari
thalassemia, dan pada kondisi tertentu dapat menjadi metode diagnostik
definitif, terutama ketika hasil pemeriksaan hematologi dan analisis
hemoglobin tidak memberikan gambaran yang jelas (Brancaleoni et al.,
2016). Oleh karena itu, analisis DNA merupakan bagian dari upaya
diagnosis molekular thalassemia, yang dilakukan pada kasus atau kondisi
tertentu.
Analisis DNA terutama diperlukan pada kondisi di mana diagnosis tidak
dapat ditegakkan secara pasti melalui pemeriksaan hematologi, antara lain:
1) Diagnosis B-thalassemia mayor yang telah banyak menerima transfusi
berulang, sehingga hasil analisis hemoglobin menjadi tidak
representatif.
2) Pemeriksaan ini digunakan untuk mengonfirmasi status pembawa sifat
melalui identifikasi mutasi pada kedua orang tua.
3) Identifikasi karier dari B-thalassemia silent, B-thalassemia dengan HbA»
normal, thalassemia a’, dan beberapa thalassemia o'
4) Identifikasi varian hemoglobin yang jarang.

5) Keperluan konseling genetik dan diagnosis prenatal.

Pemeriksaan Molekuler Thalassemia

Tes molekuler yang umum digunakan pada pemeriksaan hemoglobinopati
yakni RFLP, SNP prediktif, diskriminasi alel menggunakan Real Time PCR
end point dan sekuensing DNA (Panigrahy et al., 2016).
1) Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP)
Keuntungan penggunaan metode ini yakni mudah digunakan dan
biaya yang murah. Sangat cocok digunakan pada laboratorium kecil.
Keterbatasan metode ini adanya restriksi parsial (pemotongan yang

tidak sempurna) pada DNA yang dapat mengakibatkan spesimen
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2)

homozigot diinterpretasikan secara tidak benar (Panigrahy et al., 2016).
Genotyping Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

Single Nucleotide Polymorphism (SNP) merupakan sebuah kode
genetik tunggal yang diketahui sebagai bentuk paling umum dari
modifikasi nukleotida dan sebagian besar terletak di dalam gen atau di
wilayah pengatur di dekat gen dan dapat memengaruhi fungsi gen yang
peranannya lebih langsung dalam penyakit (Kaur et al., 2019).
Pengembangan SNP untuk metode diagnosa penyakit mulai banyak
digunakan di dunia medis sejak beberapa tahun terakhir pada berbagai
jenis penyakit termasuk beta-thalassemia ini. SNP berasosiasi dengan
region yang gen yang menjadi tolak ukur diagnosa penyakit tersebut
Deteksi SNP pada beta-thalassemia sebelumnya telah menghasilkan
penemuan berupa kode SNP rs9399137 dan rs72872548 yang
berasosiasi dengan region gen yang mendeteksi adanya gangguan pada
hematopoiesis yaitu HBSIL-MYB dan region gen yang berhubungan
dengan transportasi oksigen dari darah yaitu HbE1 (Panigrahy et al.,
2016). Pada gambar 8 terlihat SNP rs9399137 berada pada kromosom
6923.3. Wilayah ini dikenal sebagai HBS1L-MYB intergenic region
(HMIP) salah satu lokus regulator HbF paling konsisten dilaporkan
pada berbagai populasi dunia. Daerah ini mengatur ekspresi gen MYB,
yaitu faktor transkripsi penting dalam proliferasi dan maturase eritroid.
Penurunan ekspresi MYB diketahui berhubungan dengan peningkatan
HbF, maturasi eritroid lebih baik, penurunan ineffective erythropoiesis.
SNP rs9399137 juga berada pada area dengan sinyal H3K27Ac yang
menunjukkan fungsi regulatori aktif. (https://genome.ucsc.edu).

Gambar 9 SNP 1572872548 terletak pada kromosom 11p15.4. Wilayah

ini sangat penting karena merupakan [-globin gen cluster, tempat gen-
gen globin berada termasuk HBG2, HBG1 dan HBB. SNP ini berada
dekat gen HBG2, yaitu gen gamma globin yang menyusun HbF.
Peningkatan HbF pada pasien beta-thalassemia dapat mengurangi
ketidakseimbangan rantai globin dan memperbaiki anemia. Pada track

epigenetic tampak sinyal H3K27Ac yang merupakan penanda enhancer
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aktif. Ini menunjukkan bahwa wilayah rs72872548 berfungsi sebagai
regulator ekspresi gen, bukan sekedar variasi netral, sehingga SNP ini
secara biologis berpotensi memengaruhi kadar HbF dan keparahan

klinis pasien. (https://genome.ucsc.edu)
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Gambar 8. Lokasi SNP rs9399137 pada Kromosom 6 Region 6q23.3
(Sumber: https://genome.ucsc.edu)
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Gambar 9. Lokasi SNP rs72872548 pada Kromosom 11(p15.4)
(Sumber: https://genome.ucsc.edu)

3) Diskriminasi Alel menggunakan Real-time PCR

Diskriminasi alel mengukur fluoresen pada akhir PCR untuk
menentukan mutasi yang terjadi. Dengan tehnik ini, primer forward dan
reverse mencakup area yang diinginkan digunakan serta probe
hidrolisis. Metode ini memiliki output yang lebih tinggi dibandingkan
RFLP karena hasilnya dihasilkan tepat setelah amplifikasi berakhir,

tanpa pemrosesan lebih lanjut. Limitasi metode ini biaya yang tinggi
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untuk probe dan kebutuhan untuk mesin real-time PCR (Hernaningsih
etal.,2022).
4) Sekuensing DNA

Mutasi dapat diidentifikasi dengan mengurutkan produk PCR, biasanya
menggunakan metode penghentian dideoksi Sanger. Metode ini
membutuhkan produksi untai DNA tunggal sebagai cetakan. Metode ini
memungkinkan identifikasi mutasi baru atau langka yang ada dalam
populasi (Lin et al., 2020). Teknologi NGS memiliki kemampuan untuk
melakukan sekuens seluruh genom dengan ouput yang sangat tinggi
yang tidak dapat dilakukan menggunakan metode Sanger (Lin et al.,
2020). Sequencing adalah metode deteksi yang paling mahal
dibandingkan dua pemeriksaan sebelumnya, namun memberikan hasil
yang paling komprehensif untuk gen beta globin (Panigrahy et al.,
2016).

Alur Diagnosis Thalassemia

Alur pemeriksaan thalassemia dimulai dari tahap anamnesis dan
pemeriksaan fisik. Pada anamnesis, dikaji keluhan seperti pucat kronis, mata
kuning, perut membuncit, keterlambatan tumbuh kembang, serta riwayat
keluarga thalassemia dan transfusi darah berulang. Pemeriksaan fisik
kemudian dilakukan untuk mengidentifikasi tanda klinis seperti anemia,
ikterus, facies Cooley, hepatosplenomegali, gangguan status gizi,
perawakan pendek, hiperpigmentasi kulit, dan keterlambatan pubertas.
Temuan klinis ini menjadi dasar untuk melanjutkan ke pemeriksaan

penunjang laboratorium.

Pemeriksaan laboratorium diawali dengan pemeriksaan darah tepi lengkap
yang meliputi kadar hemoglobin, indeks eritrosit, retikulosit, serta evaluasi
morfologi eritrosit pada apus darah tepi. Jika hasil mengarah pada dugaan
thalassemia, pemeriksaan dilanjutkan dengan analisis hemoglobin
menggunakan elektroforesis atau metode HPLC. Pemeriksaan ini dilakukan

untuk menilai fraksi hemoglobin secara kualitatif dan kuantitatif.
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Konfirmasi diagnosis selanjutnya ditegakan melalui analisis DNA untuk
mengidentifikasi kelainan genetik. Berdasarkan hasil tersebut, pasien
dengan thalassemia positif akan mendapatkan tata laksana sesuai kebutuhan,
sedangkan pada hasil negatif dengan kecurigaan klinis yang masih kuat,

tetap dipertimbangkan untuk dilakukan pemeriksaan molekuler lanjutan.

Pada kondisi tertentu, terutama pada pasien yang telah menjalani transfusi
darah, evaluasi lanjutan dapat dilakukan dengan pemeriksaan tambahan
serta analisis hemoglobin pada kedua orang tua. Pemeriksaan DNA menjadi
semakin penting apabila pasien telah mendapatkan transfusi berulang, hasil
skrining orang tua menunjukkan pembawa sifat thalassemia, atau hasil
pemeriksaan esensial tidak khas sehingga menimbulkan kecurigaan
terhadap thalassemia, termasuk kemungkinan thalassemia alfa dengan

delesi satu gen atau mutasi titik (Olivieri et al., 2010).

Tabel 1. Manisfestasi Klinis
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Pemeriksaan Fisik

Anamnesis 1. Anemia
1. Pucat lama 2. TIkterus
2. Mata kuning 3. Facies Cooley
3. Perut buncit 4. Hepatosplenomegali
4. Tumbuh kembang terlambat 5. Gizi kurang/buruk
5. Riwayat keluarga thalassemia 6. Perawakan pendek
6. Riwayat transfusi berulang 7. Hiperpigmentasi kulit

‘8. Pubertas terlambat
Laboratorium
= Darah tepi lengkap
e Hb

e Indeks eritrosit (MCV, MCH, MCHC, RDW)
e Retikulosit
e Sediaan apus darah tepi
o Mikrositer, hipokrom, anisositosis, poikilositosis, sel
eritrosit muda (normoblas), fragmentosit, sel target

2

Laboratorium

= Analisis Hemoglobin

1. Elektroforesis Hemoglobin
a. Hb varian kuantitatif (elektroforesis cellulose acetate membrane)
b. HbAI kuantitatif (metode mikrokolom)
c. HDF (alkali denaturasi modifikasi Betke 2 menit)
d. HbH inclusion bodies (pewarnaan supravital/retikulosit)

2. Metode HPLC
Analisis kualitatif dan kuantitatif

** Analisis DNA (Molekuler)

THALASSEMIA (+) THALASSEMIA (-)
Tata Laksana Thalassemia Tetap curiga —p Analisis DNA

Gambar 10. Alur Diagnosis Thalassemia (Sumber: Kemenkes RI, 2018)

28



B. Beta-Thalassemia di Indonesia

Berbagai penelitian di Indonesia menunjukkan keragaman mutasi gen f3-
globin pada pasien B-thalassemia. Studi yang dilakukan di beberapa provinsi,
seperti Sulawesi, Jawa, dan Sumatera pada tahun 1998, menemukan bahwa
mutasi yang paling sering adalah HbE (29%), diikuti oleh IVS1-nt5 (19%) dan
Cd 35 (8%), sementara mutasi lainnya memiliki frekuensi lebih rendah, yaitu
berkisar antara 4% hingga kurang dari 1%. Selain itu, pada kelompok delesi gen,
yang paling sering ditemukan adalah delesi B-Filipina dan Hb Lepore.
Identifikasi mutasi tersebut dilakukan menggunakan metode ARMS
(Amplification Refractory Mutation System) dan ACRS (Artificially-Created
Restriction Site). Secara umum, mutasi B-thalassemia yang telah teridentifikasi
di Indonesia mencakup beberapa jenis utama, antara lain [IVS1-nt5 (G>C), IVS1-
ntl (G>T), Cd 8-9 (+G), Cd 15 (TGG>TAG), Cd 41-42 (del CTTT), IVS-nt654
(C>T), serta HbE (Cd 26, GAG>AAG) (Fucharoen et al., 2012).

Penelitian di tingkat regional menunjukkan variasi distribusi mutasi. Studi
oleh Handayani di Daerah Istimewa Yogyakarta pada pasien suspek karier -
thalassemia, menggunakan metode PCR-RFLP, ARMS, dan DNA sequencing,
menunjukkan bahwa mutasi yang paling dominan adalah IVS1-5 (G>C) sebesar
71,4%, diikuti IVS1-2 (T>C) sebesar 7,1% dan IVS1-1 (G>T) sebesar 3,6%.
Selain itu, ditemukan mutasi frameshift seperti Cd 35 (-C) sebesar 10,7% dan Cd
8/9 (+QG) sebesar 3,6%, serta mutasi missense Cd 6 (GAG>GTG) (Petrou, 2010).

Pada populasi suku Jawa di wilayah Banyumas, Jawa Tengah bagian
selatan, analisis molekuler menggunakan PCR-RFLP, ARMS, dan direct
sequencing mengidentifikasi 14 jenis alel mutasi. Mutasi yang paling sering
adalah IVS1-5 (G>C) sebesar 43,5%, diikuti Cd 26 (HbE) sebesar 28,2%. Mutasi
lainnya meliputi IVS1-1 (G>A), Cd 15 (TGG>TAG), IVS1-1 (G>T), dan Cd 35
(-C), serta sejumlah mutasi lain dengan frekuensi masing-masing sekitar 1% (Lin
et al.,2020).

Sementara itu, studi di Kalimantan Timur menunjukkan bahwa mutasi HbE
(Cd 26, GAG>AAG) merupakan mutasi yang paling dominan dengan frekuensi
48,4%, diikuti oleh IVS1-5 (G>C) sebesar 14,5% dan IVS1-2 (T>C) sebesar
12,9%. Mutasi lainnya yang ditemukan antara lain Cd 35 (-C), IVS1-1 (G>T),
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Cd 30 (AGG>ACG), dan Cd 60 (GTG>GAG) dengan frekuensi yang lebih
rendah (Susanto et al., 2019; Lin et al., 2020).

C. Pengaruh Suku dalam Keparahan Penyakit

Keparahan suatu penyakit, termasuk B-thalassemia, tidak secara langsung
ditentukan oleh suku atau etnis tertentu. Namun, faktor yang berkaitan dengan
etnis, seperti variasi genetik, pola makan, gaya hidup, serta lingkungan, dapat
memengaruhi manifestasi klinis dan derajat keparahan penyakit. Berdasarkan
penelitian Munkongdee et al. (2021), terdapat variasi derajat keparahan (-
thalassemia antar populasi yang diduga berkaitan dengan perbedaan frekuensi
alel serta linkage disequilibrium pada masing-masing kelompok etnis. Variasi
genetik ini berkontribusi terhadap perbedaan ekspresi klinis penyakit. Selain
faktor genetik, aspek lingkungan dan pola konsumsi juga dapat berperan sebagai
faktor modifikasi. Sebagai contoh, pola makan yang tinggi zat besi pada suku
tertentu, dapat memperburuk kondisi kelebihan zat besi pada pasien B-thalassemia,
terutama pada individu yang menjalani transfusi rutin. Oleh karena itu, pengaturan
asupan zat besi dan gula menjadi bagian penting dalam manajemen penyakit

(Soliman et al., 2023).
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III. METODE PENELITIAN

A. Jenis dan Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan observasi laboratorik dengan desain cross
sectional karena bertujuan untuk mengidentikasi spesifisitas dan sensitivitas
hasil pemeriksaan kombinasi SNP rs9399137, rs72872548 dengan PS-Exposed
RBCs berbasis ELISA terhadap tingkat keparahan pasien beta-thalassemia.
Pemeriksaan Phospatidylserine (PS) pada penelitian ini adalah metode ELISA
untuk menentukan jumlah dan level ekspresi ekspresi phosphatidylserine pada
sel darah merah (PS-Expose RBCs) dan metode pendekatan molekuler untuk

melihat perubahan susunan nukleotida tunggal penderita beta-thalassemia.
B. Waktu dan Tempat Penelitian

1. Tempat Penelitian

Penelitian ini akan dilaksanakan di beberapa tempat, antara lain: RSUD Dr.
H. Abdul Moeloek Provinsi Lampung untuk pengambilan sampel darah.
Pemeriksaan Complete Blood Count (CBC) dan analisis Hb dilakukan di
Laboratorium Patologi Klinik RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Provinsi Lampung.
Pemeriksaan  phosphatidylserine metode ELISA  dilakaksanakan di
Laboratorium Biologi Molekuler, Biologi Medik dan Fisiologi Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung. Ekstraksi DNA, proses PCR dan pemeriksaan
SNP dilakukan di Laboratorium pengujian molekuler INALAB DNA.

2. Waktu penelitian
Penelitian dimulai dari bulan September 2024 sampai dengan bulan

November 2025.



C. Populasi dan Sampel

Populasi dalam penelitian ini adalah semua pasien terdiagnosis beta-
thalassemia mayor yang menjalani pengobatan di ruangan rawat thalasemia
Alamanda RSUD Dr. H. Abdul Moeloek provinsi Lampung. Sampel yang
digunakan adalah seluruh pasien yang terdiagnosis beta-thalasemia mayor yang
memenubhi kriteria inklusi dan eksklusi.

Adapun kriteria inklusi yang digunakan adalah penderita yang terdiagnosis
beta-thalassemia mayor berdasarkan pemeriksaan elektroforesis Hb, usia 0-18
tahun dan menjalani perawatan di ruang rawat Alamanda, menjalankan kontrol
secara rutin, memiliki data klinis lengkap, bersedia diambil darah perifer
sebanyak 3 cc untuk pemeriksaan SNP dan PS, serta bersedia terlibat dalam
penelitian yang dibuktikan dengan menandatangani lembar persetujuan
penelitian. Sementara itu, kriteria ekslusi yang digunakan adalah penderita beta-
thalassemia yang sedang infeksi akut atau demam saat pengambilan sampel
darah perifer, menderita penyakit hematologi lainnya seperti keganasan
leukemia, anemia lain dan MDS, menderita penyakit kronis seperti gagal ginjal
terminal, penyakit hati berat dan keganasan, sampel darah yang diambil lisis,
data medis tidak lengkap, penderita beta-thalassemia yang tidak kooperatif dan
menolak terlibat dalam penelitian. Pada penelitian, peneliti menggunakan teknik
pengambilan sampel consecutive sampling. Semua penderita beta-thalassemia
yang memenuhi kriteria inklusi dan ekslusi dimasukan sebagai sampel
penelitian. Pada akhirnya, terdapat 32 orang pasien beta-thalassemia yang

memenubhi kriteria inklusi dan ekslusi yang dilibatkan sebagai sampel penelitian.

D. Persetujuan Etik

Penelitian ini melibatkan manusia sebagai subjek dan harus mendapatkan
persetujuan dari komite etik penelitian untuk dapat dilaksanakan. Sebelum
penelitian ini dimulai, protokol penelitian ini telah diajukan ke komisi etik
penelitian untuk diuji dan ditelaah. Subjek penelitian diberikan penjelasan
mengenai penelitian kemudian dimintai persetujuan untuk menjadi subjek
penelitian. Penelitian ini sudah mendapatkan persetujuan etik dari Komite Etik
Penelitian Kesehatan Rumah Sakit Umum Daerah Dr. H. Abdul Moeloek Bandar
Lampung, dengan Nomor Persetujuan: 411/KEPK-RSUDAM/I/2025.
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E. Klasifikasi Variabel dan Definisi Operasional

1. Variabel Bebas dan Variabel Terikat

Ada dua variabel dalam penilitian ini. Penelitian ini menggunakan SNP kode

SNP: 1rs9399137 dan rs72872548 serta intensitas ekspresi phosphatidylserine

pada sel darah merah (PS-exposed RBCs) yang menjadi variabel bebas. Pasien

beta-thalassemia adalah variabel terikat pada penelitian ini.

2. Definisi Operasional Penelitian

Tabel 2. Definisi Operasional

Variabel Definisi Cara Ukur Alat Ukur Hasil Skala
Ada/tidak
SNP Variasi sekuen Metode Perangkat perubahan Nominal
1s9399137 nukleotida tunggal.  sekuensing lunak susuhan
Pada penelitian ini ~ konvensional Bioeditdan  nukleotida
yang diteliti adalah Crhomaspro  tunggal
SNP 1s9399137 pada gen
beta-
thalassemia
yaitu
rs9399137
Ada/tidak
SNP Variasi sekuen Metode Perangkat perubahan Nominal
1s72872548 nukleotida tunggal.  sekuensing lunak susunan
Pada penelitian ini ~ konvensional Bioeditdan  nukleotida
yang diteliti adalah Crhomaspro  tunggal
SNPrs72872548 pada gen
beta-
thalassemia
yaitu
rs72872548
PS-exposed  Fosfolipid ELISA ELISA Kadar PS Nominal
RBCs bermuatan negatif Reader dalam ng/

yang umumnya
terletak di
monolayer bagian
dalam membran
RBC. Pada
thalassemia,
membran RBC
teroksidasi dan
mengekspresikan
PS-exposed RBCs
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Tingkat Mengukur tingkat Rekam Medis ~ Rekam 1= Ringan -
Keparahan  keparahan dengan care Medis Sedang
Beta- menilai dari frekuensi 2= Berat

Thalassemia transfusi darah pasien
beta-thalassemia dan
ada tidaknya
organomegali

Rasio

F. Alat dan Bahan Penelitian
1. Alat Penelitian

Alat-alat yang digunakan berupa sarung tangan karet, botol semprot, labu
Erlenmeyer, flask T-25, botol Duran, tabung Eppendorf, pipet mikro,
haemocytometer, timbangan analitik, autoklaf, lemari es, inkubator 37°C/5%
CO2, microbial safety cabinet air flow kelas II, vortex, penangas air, sentrifus,
tabung sentrifugal, mikroskop inverted, ELISA Reader, ELISA Washer, dan 6
well plate, tabung mikro sentrifugasi 1,5 ml steril, penangas air (water bath),
pipet mikro BIOHIT berbagai ukuran, vortex DADD, 2 mL collection tube,
sentrifuge, tabung Eppendorf, mikrotip biologi ukuran 10, 200, dan 1000,
incubator EYELA NDO-400, biomedical freezer, elektroforesis ATTO My
Power II 300 AE8135, timbangan analitik, gel/ doc system, penggaris sumur,
DNA sequencer APRISM 3730x1 Genetic Analyzer developby Applied
Biosystems, US.

2. Bahan Penelitian

Bahan yang digunakan pada penelitian ini diantaranya kit ELISA (Cat. No:
ELKS8149 Human Elisa, ELK Biotechnology), kit ekstraksi DNA darah
(Genomic DNA Mini Kit, Geneaid Biotech Ltd., Taiwan), Kit PCR Line Gene
Mini S Fluorescent Quantitative Detection System (Hangzhou Bioer
Technology, China), agarosa, ethidium bromide, loading dye, plastic wrap,
primer spesifik SNP 1s9399137 dan SNP rs72872548, RBC lysis buffer, GB
buffer, elution buffer, ethanol absolut, W1 buffer, wash buffer.
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G. Prosedur Penelitian
1. Pemeriksaan Ekspresi PS menggunakan metode ELISA

Ekspresi PS ditentukan menggunakan kit ELISA komersial yang telah
tersedia di pasaran (Cat. No: ELK8149 Human ELISA, ELK Biotechnology).
Prosedur pemeriksaan ekspresi PS dilakukan sesuai dengan protokol yang
direkomendasikan oleh pabrikan. Protokol kerja pemeriksaan ekspresi PS
diringkas sebagai berikut. Sebanyak 50 puL standar atau sampel dimasukkan ke
dalam setiap sumuran yang telah dilabel dengan antibodi anti-PS yang tersedia
dalam kit ELISA. Sumuran kemudian diinkubasi bersama 50 pL larutan kerja
Biotinylated-Conjugate 1x selama 1 jam pada suhu 37 °C. Selanjutnya, sumuran
dicuci sebanyak tiga kali menggunakan larutan wash buffer/WB. Setelah itu, ke
dalam sumuran segera ditambahkan 100 uL larutan HRP-Streptavidin dan
diinkubasi kembali selama 1 jam pada suhu 37 °C. Setelah inkubasi, sumuran
dicuci sebanyak lima kali dengan WB. Setelah pencucian, ke dalam sumuran
ditambahkan 90 pL larutan substrat TMB dan diinkubasi pada suhu 37 °C selama
20 menit dalam kondisi gelap. Setelah masa inkubasi 20 menit, ditambahkan 50
uL larutan Stop Reagent ke dalam setiap sumuran dan dicampur sampai merata
dengan shaker selama 1 menit. Hal ini bertujuan untuk menghentikan reaksi yang
terjadi. Setelah itu, sumuran harus segera dibaca pada microplate reader dengan
panjang gelombang 450 nm. Ekspresi PS pada sel eritrosit kemudian dihitung

berdasarkan kurva standar dan dinyatakan dalam satuan ng/mL.

2. Pemeriksaan Polimorfisme Nukleotida Tunggal (SNP)
a. Ekstraksi DNA Darah

Deoxyribonucleic Acid (DNA) darah diekstraksi menggunakan kit ekstraksi
Genomic DNA Mini Kit (Geneaid Biotech Ltd., Taiwan). Langkah kerja yang
dilakukan sebagai berikut. Sampel darah dalam tabung EDTA divortex selama
satu menit untuk menghomogenkan darah. Sampel kemudian diambil sebanyak
300 pL dan dimasukan ke dalam tabung baru. Selanjutnya, ke dalam tabung
tersebut ditambahkan reagen RBC lysis buffer sebanyak 900 pL, dan dicampur
agar larutan tersebut homogen tanpa di vortex. Tabung kemudian diinkubasi
pada suhu ruang selama 10 menit. Setelah masa inkubasi selesai, tabung

kemudian disentrifuse dengan kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit.
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Selanjutnya, ke dalam tabung tersebut, ditambahkan 200 L RBCL, lalu di quick
spin, dan ditambahkan 200 pL GB buffer dan dikocok sampai berbusa. Tabung
kemudian diinkubasi kembali pada suhu 65 °C selama 10 menit dan dibolak-
balik setiap 3 menit.

Setelah masa inkubasi selesai, tabung dibiarkan sampai suhu nya sama
dengan suhu ruang terlebih dahulu. Selanjutnya, ke dalam tabung tersebut,
ditambahkan 200 pL ethanol absolut dan dikocok kuat selama 10 detik. Setelah
itu, larutan dimasukan ke dalam GD Column beserta tabung yang baru. Tabung
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 10 menit. GD
Column kemudian dipindahkan ke dalam tabung yang baru, sementara cairan
yang ada pada tabung yang lama dibuang. Selanjutnya, ke dalam GD Column
dimasukan W1 buffer sebanyak 400 pL dan disentrifugasi pada kecepatan
10.000 rpm selama 2 menit. Setelah itu, ke dalam tabung ditambahkan 600 puL
larutan wash buffer dan disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 2
menit. Cairan yang terkumpul di dalam tabung pengumpul kemudian di buang,
dan GD Column beserta tabung nya disentrifugasi kembali selama 3 menit.
Setelah itu, GD Column dipindahkan ke dalam tabung lancip dan ditambahkan
elution buffer yang sebelumnya sudah diinkubasi pada suhu 65°C. Setelah itu,
tabung disentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit. GD Column
kemudian dibuang, dan larutan hasil ekstraksi diberi label dan disimpan pada
suhu -80 °C sampai waktu pengujian.

b. Analisa Kualitas dan Kuantitas Hasil Ekstraksi

Hasil ekstraksi DNA yang telah diperoleh, selanjutnya dianalisis kualitas
dan kuantitasnya menggunakan NanoDrop. Sebanyak 1-2 pL larutan hasil
ekstraksi ditempatkan pada pedestal bawah Nano Drop, kemudian dilakukan
pembacaan absorbansi pada tiga panjang gelombang, yaitu 230 nm, 260 nm, dan
280 nm. Pembacaan pada panjang gelombang 230 nm bertujuan untuk
mendeteksi adanya kontaminan organik atau garam residu. Pembacaan pada
panjang gelombang 260 nm bertujuan untuk mendeteksi asam nukleat,
sementara pembacaan pada panjang gelombang 280 nm untuk mendeteksi

kemungkinan kontaminasi protein.
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Konsentrasi DNA dihitung menggunakan nilai absorbansi 260 nm,
sedangkan tingkat kemurnian dihitung melalui perbandingan rasio absorbansi
pada panjang gelombang 260/280 nm dan 230/260 nm. Hasil ekstraksi DNA
dianggap bernilai baik tanpa kontaminasi protein, apabila rasio absorbansi
260/280 nm nya mendekati 1,8 — 2,0. Sementara itu, apabila rasio absorbansi
260/230 nya lebih besar dari 2,0 menandakan rendahnya kontaminasi fenol,
karbohidrat, atau residu garam.
c¢. Amplifikasi dengan Metode PCR

Proses PCR dilakukuan menggunakan kit PCR Line Gene Mini S
Fluorescent Quantitative Detection System (Hangzhou Bioer Technology,
China). Hasil ekstraksi DNA yang telah didapatkan, selanjutnya diamplifikasi
menggunakan metode PCR. Sebanyak 2 pL. DNA hasil ekstraksi, dimasukan ke
dalam tube PCR yang sudah berisi 10,5 pL PCR mastermix, 0,25 pL primer
forward, 0,25 pL primer reverse, dan 8 pL buffer TE. Primer SNP rs9399137
yang digunakan adalah primer Forward: 5'-TGGGGTGGGAGAAGAAATAA-
3' dan Reverse: 5'-AGAAGCACTTTGGCAAGCAT-3' (Chen et al., 2021).
Sementara itu, primer yang digunakan untuk SNP rs72872548 adalah primer
Forward: 5-GCCCTGTACTATCTGGTCTT-3' dan primer Reverse: 5'-
AAGAAGGAGCTGTTAGTGGT-3".

Tube PCR kemudian dimasukan ke dalam PCR lalu diatur program
thermocycling yang terdiri dari 6 tahapan, yaitu tahap denaturasi awal (95 °C
selama 5 menit), tahap denaturasi (95 °C selama 30 detik), tahap penempelan
annealing (56 °C selama 40 detik), tahap elongasi (72 °C selama 40 detik), tahap
post elongasi (72 °C selama 5 menit), dan tahap pendinginan (25 °C selama 10
menit). Setelah itu, sampel hasil PCR disimpan pada suhu 4 °C agar DNA tidak
rusak.

DNA hasil PCR yang sudah didapat, selanjutnya dielektroforesis untuk
mengevaluasi hasil PCR yang telah dikerjakan. Elektroforesis dilakukan
menggunakan metode gel agarose. Proses elektroforesis dilakukan selama 25
menit dengan arus listrik 100 volt. Setelah proses elektroforesis selesai, pita-pita
DNA yang terbentuk diamati menggunakan sinar UV pada gel doc. Jika terdapat

amplifikasi, maka akan muncul satu pita tunggal. Berdasarkan sumber primer
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yang diambil, primer yang mengamplifikasi SNP rs9399137 dan SNP
rs72872548, akan menghasilkan pita tunggal DNA dengan kisaran ukuran
berturut-turut sebesar 300 bp dan 600-700 bp.
d. Sekuensing Hasil PCR

Setelah dipastikan sampel mengandung template DNA yang diharapkan,
yaitu SNP 1s9399137 dan SNP rs72872548, selanjutnya sampel akan dilakukan
sekuensing menggunakan metode Sanger. Sebanyak 45 pL hasil PCR
dipindahkan ke PCR tube yang baru, dikemas dengan rapi, kemudian dimasukan
ke dalam kotak pendingin yang berisi es kering. Sampel diantar langsung ke
penyedia jasa sekuensing, yaitu PT. Genetika Science. Hasil sekuensing yang di
dapat berupa elektroforegram, yang selanjutnya dianalisis menggunakan

perangkat lunak BioEdit untuk mendapatkan data alel yang ada pada kedua SNP.

H. Analisa Data
1. Analisa Data Hasil Sekuensing

Hasil sekuensing adalah elektroferogram. Pada penelitian ini ada tiga jenis
elektroferogram yang dihasilkan dari sekuensing menggunakan dua pasang
primer yaitu primer yang melekat pada region sekitar SNP rs9399137 dan
rs7287254. Tahap pertama analisis adalah dengan melakukan alignment, dimana
elektroferogram kemudian di sejajarkan dengan bank data gen. Proses ini
menggunakan perangkat lunak BioEdit dan Chromaspro. A/ignment bertujuan
untuk mengetahui posisi SNP pada amplikon hasil sekuensing. Hasil alignment
berupa letak SNP yang diteliti. Analisis SNP dilakukan pada sisi SNP rs9399137
dan rs72872548 dengan perangkat lunak bioedit dan chromaspro baik di sekuen
forward maupun reverse. Pada analisis elektroferogram menggunakan software
bioedit, urutan basa nitrogen diwakili oleh gelombang berpuncak dengan
berbagai warna. Basa C berwarna kuning, basa G berwarna putih, basa T
berwarna hijau, basa A berwarna merah muda. Umumnya satu posisi hanya
memiliki satu basa nitrogen, namun pada satu posisi SNP dapat terjadi 2 peak
elektroferogram, misalnya basa C dan T. Ini menunjukkan site tersebut

merupakan genotip heterozigot CT.
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Gambar 11. Alur Kerja Pemeriksaan SNP (Sumber: Kit PT. Genetica Science, 2025)

2. Analisa Data Hasil Penelitian

Data hasil penelitian yang sudah didapatkan selanjutnya, akan dilakukan uji

univariat, uji bivariat, dan uji multivariat. Pengujian data yang dilakukan sebagai

berikut:

a. Analisis univariat digunakan untuk mengetahui variasi genotipe pada

SNP rs9399137 dan rs72872548 pada beta-thalassemia.
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. Analisis bivariat menggunakan uji Fisher Exact digunakan untuk
menganalisis hubungan antara SNP 1rs9399137 dan SNP rs72872548
dengan tingkat keparahan pasien beta-thalassemia.

Analisis statistik bivariat Mann Whitney digunakan untuk menganalisis
perbedaan ekspresi PS pada pasien beta-thalassemia berat dengan pasien
beta-thalassemia ringan-sedang.

. Analisis statistik bivariat uji T tidak berpasangan digunakan untuk
menganalisis perbedaan nilai parameter hematologi berdasarkan variasi
genotipe pada SNP rs9399137 dan rs72872548.

Analisis Receiver Operating Characteristic (ROC) digunakan untuk
menilai kemampuan diskriminasi SNP 1rs9399137, rs72872548 dan
ekspresi PS dalam membedakan pasien beta-thalasemia berat dengan
keparahan ringan-sedang, serta sensitivitas dan spesifisitas optimal.
Analisis sensitivitas dan spesifisitas dilakukan menggunakan tabel
kontingensi 2x2 dan analisis ROC.

. Analisis Regresi Logistik Multivariat digunakan untuk menilai model
kombinasi SNP rs9399137, SNP rs72872548 dan PS dalam memprediksi

tingkat keparahan beta-thalassemia.
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I. Alur Penelitian

Penelitian ini dilakukan mengikuti langkah-langkah seperti pada gambar

berikut ini:
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Informed consent
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Gambar 12. Alur Penelitian
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V.SIMPULAN DAN SARAN

A. Simpulan

Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan, maka dapat diambil

Kesimpulan sebagai berikut:

1.

Pada SNP rs9399137, genotipe TT merupakan genotipe yang paling banyak
ditemukan (66,7%), diikuti oleh CT (18,5%) dan CC (14,8%). Distribusi alel
dengan frekuensi paling banyak alel T (75,9%) dan alel C (24,1%).

Pada SNP rs72872548, genotipe CC merupakan genotipe yang paling
banyak ditemukan (82,1%), diikuti oleh AA (10,7%) dan TT (7,1%).
Distribusi alel dengan frekuensi paling banyak alel C (82,1%), diikuti A
(10,7%) dan T (7,1%).

Variasi genotipe pada SNP rs9399137 sebagai prediktor tingkat keparahan
pasien beta-thalassemia, memiliki sensitivitas sebesar 92,30%, spesifisitas
sebesar 57,14%, dengan nilai PPV, NPV, LR+ dan LR- berturut-turut
sebesar 66,67%, 2,15 dan 0,13.

Variasi genotipe pada SNP rs72872548 sebagai prediktor tingkat keparahan
pasien beta-thalassemia, memiliki sensitivitas sebesar 92,86%, spesifisitas
sebesar 28,57%, dengan nilai PPV, NPV, LR+ dan LR- berturut-turut
sebesar 56,52%, 80%, 1,3 dan 0,25.

Ekspresi PS sebagai prediktor tingkat keparahan pasien beta-thalassemia,
memiliki sensitivitas sebesar 64,71% dan spesifisitas sebesar 86,67%,
dengan nilai PPV, NPV, LR+ dan LR- berturut-turut sebesar 84,61%,
68,42%, 4,85 dan 0,41.

Model kombinasi SNP rs9399137 dan ekspresi PS sebagai prediktor tingkat
keparahan memiliki AUC sebesar 0,843 (95% CI: 0,689-0,998) dengan
sensitivitas 92,3% dan spesifisitas 57,1%. Model kombinasi SNP rs



72872548 dan ekspresi PS sebagai prediktor tingkat keparahan memiliki
AUC sebesar 0,747 (95% CI: 0,559 — 0,936) dengan sensitivitas 64,3% dan
spesifisitas 85,7%. Model kombinasi SNP rs9399137 dan SNP rs72872548
sebagai prediktor tingkat keparahan memiliki AUC sebesar 0,783 (95% CI:
0,603 — 0,963) dengan sensitivitas 92,3% dan spesifisitas 55,9%. Model
kombinasi SNP 1rs9399137, SNP rs72872548 dan ekspresi PS sebagai
prediktor tingkat keparahan memiliki AUC sebesar 0,852 (95% CI: 0,701 —
0,974) dengan sensitivitas 84,6% dan spesifisitas 71,4%.

Model kombinasi gabungan SNP rs9399137, SNP rs72872548 dan PS
sebagai prediktor tingkat keparahan memiliki sensitivitas (84,6%) dan
spesifisitas (71,4%) yang paling optimal dengan nilai diskriminasi yang

paling baik (AUC=0,852; 95% CI: 0,701-0,974).

Saran

Setelah dilakukan penelitian, ada beberapa saran yang dapat disampaikan

untuk penelitian selanjutnya, yaitu:

1.

Perlu dilakukan penelitian lanjutan dengan ukuran sampel yang lebih besar
dan representatif, serta melibatkan desain multi senter untuk memvalidasi
model prediksi hasil penelitian ini. Hal ini perlu dilakukan agar hasil nya
dapat digeneralisasi pada populasi yang lebih besar.

Perlu dikembangkan model prediksi yang lebih komprehensif dengan
menambahkan modifier genetik lain, seperti BCL11A dan berbagai varian
regulator eritopoiesis lain, yang telah diketahui berperan dalam keparahan
beta-thalassemia.

Perlu mempertimbangkan pengukuran PS menggunakan metode yang lebih
spesifik, seperti flowcytometri.

Perlu dilakukan penelitian dengan desain longitudinal untuk mengevaluasi
perubahan PS dan marker prediktor lain untuk menilai hubungan temporal
dan kausal antara kerentanan genetik, kerusakan eritrosit dan progresi
keparahan penyakit, yang tidak dapat dijelaskan sepenuhnya dengan desain

cross sectional.
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