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ABSTRAK

ISOLASI SEKUEN GEN HEMOGLOBIN SUBUNIT EPSILON 1 (HBE1)
GENOM DARAH PASIEN B-THALASSEMIA DI RSUD DR. H. ABDUL
MOELOEK BANDAR LAMPUNG

Oleh
CHANDA RIZKIA RAHMA

B-thalassemia merupakan kelainan genetik akibat mutasi pada gen HBB yang
menyebabkan gangguan sintesis rantai [-globin sehingga menghasilkan
hemoglobin yang tidak stabil dan mudah terdegradasi, yang pada akhirnya
menimbulkan anemia dengan tingkat keparahan yang bervariasi. Penyakit ini
masih menjadi masalah kesehatan di Indonesia yang termasuk dalam kawasan
thalassemia belt. Salah satu pendekatan molekuler untuk memahami mekanisme
genetik B-thalassemia adalah melalui analisis gen yang berperan dalam sistem
hemoglobin, seperti gen Hemoglobin Subunit Epsilon 1 (HBE1). Penelitian ini
bertujuan untuk mengisolasi sekuen gen HBEI dan menganalisis hubungan
kekerabatannya secara filogenetik pada genom darah pasien P-thalassemia di
RSUD Dr. H. Abdul Moeloek. Tahapan penelitian meliputi isolasi DNA genom,
pengukuran kemurnian dan konsentrasi DNA, amplifikasi gen target menggunakan
teknik Polymerase Chain Reaction (PCR), visualisasi hasil amplifikasi dengan
elektroforesis gel agarosa, serta penentuan urutan nukleotida menggunakan metode
Sanger sequencing. Analisis sekuen dilakukan menggunakan BioEdit, BLAST
pada NCBI, dan MEGA XII. Hasil penelitian menunjukkan bahwa isolasi dan
amplifikasi sekuen gen HBEI berhasil dilakukan.  Analisis filogenetik
mengungkapkan bahwa sekuen gen HBE1 dari genom darah pasien RSUD Dr. H.
Abdul Moeloek Bandar Lampung memiliki kemiripan 98% dengan sekuen HBEI
dari populasi lain yang telah terdeposit di GenBantk.

Kata Kunci: B-thalassemia, gen, HBE1, sekuensing, filogenetik



ABSTRACT

ISOLATION OF THE HEMOGLOBIN SUBUNIT EPSILON 1 (HBE1)
GENE SEQUENCE FROM THE BLOOD GENOME OF B-
THALASSEMIA PATIENTS AT RSUD DR. H. ABDUL MOELOEK
BANDAR LAMPUNG

By

CHANDA RIZKIA RAHMA

B-thalassemia is a genetic disorder caused by mutations in the HBB gene, leading
to impaired synthesis of the B-globin chain and resulting in unstable hemoglobin
that is easily degraded, which ultimately causes anemia with varying degrees of
severity. This disease remains a major health problem in Indonesia, which is
included in the thalassemia belt region. One molecular approach to understanding
the genetic mechanism of B-thalassemia is through the analysis of genes involved
in the hemoglobin system, such as the Hemoglobin Subunit Epsilon I (HBE1) gene.
This study aimed to isolate the HBE1 gene sequence and to analyze its phylogenetic
relationship in the blood genome of B-thalassemia patients at RSUD dr. H. Abdul
Moeloek. The research procedures included genomic DNA isolation, measurement
of DNA purity and concentration, amplification of the target gene using the
Polymerase Chain Reaction (PCR) technique, visualization of the amplified
products by agarose gel electrophoresis, and nucleotide sequencing using the
Sanger sequencing method. Sequence data were analyzed using BioEdit, BLAST
at NCBI, and MEGA XII. The results showed that the isolation and amplification
of the HBE1 gene sequence were successfully performed. Phylogenetic analysis
revealed that the HBE1 gene sequence obtained from the blood genome of patients
at RSUD dr. H. Abdul Moeloek Bandar Lampung showed 98% similarity to HBE1
sequences from other populations deposited in GenBank.

Keywords: B-thalassemia, gene, HBE1, sequencing, phylogenetics
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Thalassemia merupakan kelainan genetik yang disebabkan oleh mutasi
pada gen penyandi rantai globin, sehingga mengakibatkan gangguan pada
proses pembentukan hemoglobin dan fungsi sel darah merah. Kondisi ini
menyebabkan penderita mengalami anemia dan memerlukan terapi
transfusi darah secara rutin sepanjang hidup. Data dari World Bank
menunjukkan bahwa sekitar 7% populasi manusia di seluruh dunia
merupakan pembawa sifat (carrier) thalassemia. Indonesia termasuk salah
satu negara dengan prevalensi pembawa sifat thalassemia yang tergolong

tinggi (Paloma, 2023).

B-thalassemia adalah salah satu jenis thalassemia yang paling sering
ditemukan. B-thalassemia terjadi akibat berbagai perubahan genetik yang
memengaruhi proses sintesis rantai -globin. Perubahan genetik tersebut
menyebabkan hemoglobin yang dihasilkan menjadi mudah mengalami
kerusakan dan tidak stabil, sehingga menurunkan kemampuan sel darah
merah dalam mengangkut oksigen. Kondisi ini menimbulkan anemia
dengan tingkat keparahan yang bervariasi, mulai dari ringan hingga berat
(Praramdana dkk., 2023). Secara genetik, B-thalassemia diklasifikasikan
menjadi 2 tipe utama berdasarkan karakteristik mutasinya, yaitu °, yang
ditandai dengan tidak adanya produksi rantai $-globin sama sekali, dan *,
yang ditandai dengan penurunan produksi rantai B-globin (Rao et al.,

2023).



Menurut data World Health Organization (WHO), jumlah penderita 3-
thalassemia mayor di seluruh dunia pada tahun 2019 mencapai sekitar
39,96 juta orang atau sekitar 5,2% dari total populasi dunia. Pada tahun
2020, jumlah tersebut meningkat menjadi sekitar 54,35 juta orang atau
sekitar 7% dari populasi dunia, dengan proporsi kasus tertinggi berada di
kawasan Asia, yaitu sekitar 40% dari total kasus global. Selanjutnya, pada
tahun 2021 diperkirakan jumlah penderita B-thalassemia mayor di seluruh
dunia terus meningkat hingga mencapai 156,74 juta orang atau sekitar 20%

dari populasi dunia (WHO, 2019; WHO, 2020; WHO, 2021).

Indonesia berada dalam kawasan yang dikenal sebagai thalassemia belt,
yaitu wilayah yang membentang dari kawasan Mediterania hingga Asia
Tenggara dan memiliki tingkat pembawa sifat thalassemia yang tinggi.
Menurut WHO, prevalensi pembawa sifat thalassemia di Indonesia berkisar
antara 6—10%, yang berarti sekitar 6 hingga 10 dari setiap 100 penduduk
merupakan carrier thalassemia (WHO, 2021). Diperkirakan sekitar 2.500
bayi di Indonesia lahir setiap tahunnya dengan kondisi B-thalassemia
mayor. Berbagai studi genetik pada pasien thalassemia di Indonesia juga
menunjukkan adanya keragaman genetik yang berkontribusi terhadap

perbedaan manifestasi klinis penyakit (Wahidiyat et al., 2022).

Distribusi kasus thalassemia di Indonesia menunjukkan variasi antar
wilayah. Provinsi Jawa Barat dilaporkan sebagai wilayah dengan jumlah
penderita thalassemia tertinggi, dengan sekitar 40% pengidap thalassemia
nasional berasal dari provinsi tersebut (Robila dkk., 2024). Di Provinsi
Lampung, berdasarkan penelitian Siahaan dan Yanti (2024), tercatat sekitar
520 kasus thalassemia yang dirawat di Rumah Sakit Umum Daerah
(RSUD) Dr. H. Abdul Moeloek. Data ini menunjukkan bahwa
thalassemia merupakan salah satu permasalahan kesehatan yang signifikan

di Indonesia.

Hemoglobin merupakan protein penting dalam sel darah merah yang
tersusun atas dua komponen utama, yaitu heme dan globin. Heme

berperan dalam mengikat oksigen, sedangkan globin merupakan bagian



protein yang menentukan struktur dan fungsi hemoglobin. Gen-gen yang
menyandi globin tersusun dalam dua klaster utama, yaitu klaster a-globin
yang terletak pada kromosom 16 dan klaster B-globin pada kromosom 11.
Pada klaster B-globin terdapat beberapa gen yang diekspresikan secara
bertahap sesuai dengan tahap perkembangan manusia, yaitu gen € (HBE1),
v (HBG), 6 (HBD), dan 3 (HBB). Pola ekspresi yang bersifat temporal ini
menunjukkan adanya regulasi genetik yang kompleks selama proses

perkembangan (Fontana et al., 2023).

Gen HBE1 adalah gen yang aktif pada saat pembentukan Hemoglobin
Embrionik. Gen HBE1 yang mengode rantai globin epsilon pada fase
embrionik, berperan penting dalam pembentukan hemoglobin pada tahap
paling awal perkembangan manusia. Sepanjang kehidupan, tubuh
menghasilkan berbagai varian hemoglobin yang muncul secara bertahap,
dimulai dari hemoglobin embrionik, kemudian bergeser ke hemoglobin
fetal, dan akhirnya digantikan oleh hemoglobin dewasa segera setelah

kelahiran (Fontana et all., 2023).

Menurut (Liu ef al., 2024), Penelitian terkait gen e-globin (HBE1) masih
terbatas. Oleh karena itu, diperlukan pendekatan molekuler berbasis
analisis sekuens DNA untuk memperoleh informasi genetik yang lebih
akurat. Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini dilakukan untuk
mengisolasi dan menganalisis kekerabatan sekuen gen HBE1 genom darah
pasien B-thalassemia di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Bandar Lampung
dengan data yang ada di GenBank. Hasil penelitian ini diharapkan dapat
memberikan informasi mengenai sekuen gen HBE1 pada pasien 3-
thalassemia di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Bandar Lampung sebagai

informasi dasar untuk mendukung kajian genetik lanjutan.



1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah:

1. Mengisolasi sekuen gen Hemoglobin Subunit Epsilon I (HBE1) dari
genom pasien B-thalassemia di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Bandar
Lampung.

2. Menganalisis kekerabatan sekuen gen HBE1dari genom pasien f3-
thalassemia di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Bandar Lampung secara
filogenetik.

1.3 Manfaat Penelitian

Memberikan informasi ilmiah yang bermanfaat sebagai sumber data dasar
mengenai keragaman sekuen gen HBEI pasien B-thalassemia di RSUD Dr.
H. Abdul Moeloek Bandar Lampung, yang dapat digunakan untuk

mendukung analisis genetik lanjutan.

1.4 Kerangka Pikir

B-thalassemia merupakan kelainan genetik yang disebabkan oleh mutasi
pada gen penyandi rantai B-globin, sehingga mengganggu sintesis
hemoglobin dan fungsi sel darah merah. Kondisi ini menyebabkan anemia
akibat berkurangnya jumlah eritrosit fungsional. Tingginya angka
pembawa sifat thalassemia di dunia, termasuk di Indonesia yang berada
dalam wilayah thalassemia belt, menunjukkan bahwa penyakit ini masih
menjadi permasalahan kesehatan yang signifikan. Selain itu, adanya
variasi genetik pada pasien B-thalassemia menyebabkan perbedaan
manifestasi klinis, sehingga diperlukan kajian genetik yang lebih mendalam

untuk memahami mekanisme molekuler yang mendasarinya.

Hemoglobin sebagai komponen utama eritrosit tersusun atas heme dan
globin, dengan gen globin yang terorganisasi dalam klaster o dan 3. Pada

klaster B-globin terdapat beberapa gen yang diekspresikan secara bertahap



selama perkembangan, termasuk gen € (HBE) yang aktif pada fase
embrionik. Gen HBE1 berperan dalam pembentukan hemoglobin
embrionik serta menjadi bagian dari regulasi ekspresi gen globin dalam

satu klaster yang saling berkaitan.

Informasi mengenai variasi sekuens gen HBE 1, khususnya pada pasien 3-
thalassemia, masih terbatas (Liu et al., 2024), sehingga diperlukan
pendekatan molekuler melalui analisis sekuens DNA untuk memperoleh
data genetik gen HBEI. Berdasarkan latar belakang tersebut, penelitian ini
dilakukan untuk mengisolasi dan menganalisis kekerabatan sekuens gen
Hemoglobin Subunit Epsilon 1 (HBE) dari genom darah pasien 3-
thalassemia di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Bandar Lampung dengan
membandingkannya terhadap data yang tersedia pada GenBank. Hasil
penelitian ini diharapkan dapat memberikan informasi mengenai variasi
sekuens gen HBE pada pasien B-thalassemia serta mendukung

pengembangan kajian genetika molekuler di bidang tersebut.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Sel Darah

Sel darah adalah salah satu komponen penting pada tubuh manusia yang
mempunyai berbagai fungsi. Sel darah membawa oksigen dan zat-zat gizi
ke jaringan, mengangkut produk sisa dari proses metabolisme, serta
berperan dalam sistem pertahanan tubuh. Sel darah tersusun dari
beberapa komponen yaitu plasma, sel darah merah (eritrosit), sel darah
putih (leukosit), dan trombosit (Syaravicena dkk, 2023). Menurut
Situmorang dkk (2023), morfologi eritrosit normal yang memiliki bentuk
seperti cakram ditengahnya berwarna pucat, biokonkaf, tidak memiliki inti
sel, berdiameter 7,5 um dan tebal 2,0 um. Adapun Morfologi sel darah

merah atau eritrosit normal pada Gambar 1.
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Gambar 1. Morfologi sel darah merah normal (Situmorang dkk, 2023).
Fungsi utama eritrosit adalah mengangkut oksigen dari paru-paru ke

seluruh jaringan tubuh serta membawa karbon dioksida dari jaringan

kembali ke paru-paru untuk dikeluarkan melalui proses pernapasan.



Komponen utama sel darah yang berperan dalam pengangkutan oksigen
adalah hemoglobin. Hemoglobin adalah suatu protein kompleks yang
terdapat di dalam eritrosit. Komponen ini tersusun dari empat subunit
globin (dua rantai a-globin dan dua rantai f-globin) yang masing-masing
mengandung gugus heme dengan satu atom besi (Fe**) di pusatnya.
Atom besi inilah yang mampu mengikat molekul oksigen (O2),
memungkinkan hemoglobin mengangkut oksigen dari alveolus paru-paru
ke jaringan perifer. Hemoglobin juga berperan dalam transportasi COx,
sebagian melalui pembentukan karbaminohemoglobin (CO: terikat pada
rantai globin), dan sebagian besar CO: diangkut dalam bentuk ion
bikarbonat yang dibentuk oleh aksi enzim karbonat anhidrase. Selain itu,
hemoglobin membantu menjaga pH darah tetap stabil melalui sistem
buffer. Selain itu, hemoglobin membantu dalam sistem respirasi, tetapi
juga memiliki peran penting dalam homeostasis tubuh secara keseluruhan

(Zhao et al., 2021).

Pada kondisi tertentu, sel darah merah dapat mengalami gangguan struktur
dan fungsi yang berdampak pada penurunan kemampuan dalam
mengangkut oksigen. Kelainan tersebut terjadi akibat mutasi pada gen -
globin sehingga menghasilkan hemoglobin S (HbS) (Mangla dkk, 2023).
Keberadaan HbS menyebabkan hemoglobin lebih mudah berpolimerisasi
ketika kadar oksigen menurun, yang kemudian mengakibatkan perubahan
bentuk eritrosit menjadi menyerupai sabit. Perubahan ini membuat sel
darah merah menjadi lebih kaku, kurang elastis, serta lebih mudah
mengalami kerusakan sehingga umur sel menjadi lebih singkat serta
efisiensi pengangkutan oksigen ikut menurun. Adapun Morfologi sel

darah merah atau eritrosit tidak normal pada Gambar 2.
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Gambar 2. Morfologi sel darah merah tidak normal (Mangla et al., 2023).

Selain perubahan bentuk, sel darah merah yang tidak normal memiliki
kecenderungan untuk saling beradhesi dan menyumbat pembuluh darah
kecil (vaso-occlusion). Keadaan ini dapat menghambat aliran darah ke
jaringan dan memicu terjadinya iskemia. Dampaknya, penderita dapat
mengalami berbagai manifestasi klinis seperti nyeri berulang, anemia
kronis, hingga gangguan organ akibat berkurangnya suplai oksigen.
Dengan demikian, perubahan struktur hemoglobin tidak hanya
memengaruhi morfologi eritrosit, tetapi juga memberikan dampak luas
terhadap fungsi fisiologis darah dalam mempertahankan keseimbangan

tubuh secara keseluruhan (Mangla ef al., 2023).

2.2 Heme

Heme adalah salah satu jenis senyawa porfirin. Senyawa ini mengandung
unsur besi dan memiliki peran yang sangat penting bagi keberlangsungan
hampir seluruh organisme hidup (Yang et al.,2024). Molekul ini berperan
sebagai komponen prostetik dalam berbagai jenis protein yang
menjalankan fungsi biologis utama, termasuk pengangkutan dan
penyimpanan oksigen, proses perpindahan elektron (Voltarelli et al.,
2023). Heme juga berperan dalam mekanisme perlindungan sel terhadap
stres oksidatif melalui keterlibatannya dalam sistem enzimatik tertentu

(Ryter et al., 2019).



Heme disintesis melalui jalur metabolisme porfirin. Pembentukan heme
berawal dari perubahan glisin dan suksinil-KoA menjadi senyawa porfirin
di mitokondria dan sitosol sel prekursor eritrosit. Tahap pembatas reaksi
dimulai dengan pembentukan d-aminolevulinat (ALA) oleh enzim ALA
sintase, yang kemudian diubah secara bertahap menjadi porfobilinogen,
uroporfirinogen 111, koproporfirinogen III, hingga protoporfirin IX. Pada
tahap akhir, enzim ferokelatase memasukkan ion besi ferrous (Fe*") ke
dalam protoporfirin IX sehingga terbentuk heme. Heme kemudian
berikatan dengan rantai globin membentuk hemoglobin fungsional,
sehingga jalur ini berperan penting dalam menjamin pembentukan
hemoglobin yang optimal untuk pengangkutan oksigen (Dailey dan
Medlock, 2022). Adapun gambar Biosintesis heme yang menjadi salah

satu bagian dari jalur metabolisme porfirin pada Gambar 3.

Glycine + S“ccinyl ('0‘A @oserisnasnssanssnasiaisniinsnests Heme
ALA syrthase l Drug-estuced Favochelata I
(it hedeing porplryra mitochodrie)
Delta aminolevulnic acid(ALA) Protoporphyrinogen IX
ALA deliyidrame l Protopoephyrinogen oxddase I Vipegme
(eytoplasan) (Ferrocheitnse) (msochodia) porphyria
Porphobilinogen Protoporphyrinogen I

Porpbobilinogen Acute inlesmiont

2 x Coptopocpbyrinogen oxidase Hereditury

deaminase (cysoplasm) porphynn - J
mesochodina) coproparplvria

Uroporphyrinogen I __, Coproporphyrinogen III

Uroparpliyninogen
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Decasboxylsse (cytophem)

Gambar 3. Heme biosynthesis (Kim et al., 2015).

Secara keseluruhan, proses ini menunjukkan koordinasi kompleks antara
mitokondria dan sitoplasma dalam menghasilkan heme sebagai komponen

penting hemoglobin dan berbagai protein lainnya.
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2.3 Globin

Globin adalah salah satu protein yang mempunyai struktur khas
(myoglobin fold) dan memiliki gugus prostetik heme di dalam rongga
hidrofobik struktur tersebut. Secara genetik, globin awalnya dikenal dari
hemoglobin dan mioglobin yang mengikat oksigen. Berkembangnya data
genomik ditemukan bahwa globin tidak hanya ada pada manusia dan
hewan dan hampir semua organisme, termasuk erchaea, bakteri, dan

eukarya mempunyai globin (Keppner ef al., 2020).

Globin adalah komponen protein penyusun hemoglobin. Hemoglobin
tersusun atas rantai polipeptida globin (pada manusia dewasa terdiri dari
dua a-globin dan dua B-globin), dan setiap rantai globin mengikat satu
molekul heme. Gabungan antara globin dan heme inilah yang membentuk
hemoglobin fungsional yang berfungsi mengangkut oksigen dalam darah.
Tanpa globin, heme tidak dapat berfungsi secara stabil, dan tanpa heme,

globin tidak mampu mengikat oksigen ((Keppner et al., 2020).

2.4 Hemoglobin

Hemoglobin adalah protein penting dalam darah yang berfungsi mengikat
dan mengangkut oksigen dari paru-paru ke seluruh jaringan tubuh.
Struktur hemoglobin tersusun atas empat subunit, yaitu dua rantai o dan
dua rantai 3, yang membentuk struktur tetramerik. Sintesis rantai globin
diatur oleh gen-gen yang tersusun dalam dua klaster utama, yaitu klaster o-
globin yang terletak pada lengan pendek kromosom 16, meliputi gen HBZ
serta HBA1 dan HBA2, dan klaster B-globin yang berada pada kromosom
11, meliputi gen HBE, HBG1, HBG2, HBD, dan HBB. Gen ini menyandi
pembentukan hemoglobin sesuai dengan tahap perkembangan manusia.
Pada fase embrio, hemoglobin yang terbentuk terdiri dari Hb Gower-1, Hb
Gower-2, dan Hb Portland. Selanjutnya, pada fase fetal, hemoglobin
didominasi oleh HbF yang terutama mengandung rantai y, kemudian

setelah kelahiran hemoglobin dewasa seperti HbA (02p32) dan HbA2
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(0262) mulai diekspresikan (Langer, 2024). Adapun gambar struktur
hemoglobin pada Gambar 4.

STRUKTUR HEMOGLOBIN

Heme molecule with
iron atoem

P chains

a chains

\)
~N Heme molecule with
Iron atoen

Gambar 4. Struktur Hemoglobin (Syafira dkk, 2024).

2.5 Genom dan Gen

Keseluruhan materi genetik suatu organisme disebut genom, genom
memuat seluruh informasi biologis yang tersimpan di dalam DNA.
Ukuran dan tingkat kompleksitas genom berbeda-beda tergantung pada
jenis organisme yang bersangkutan. Secara konseptual, genom dapat
dipandang sebagai suatu sistem informasi genetik yang tersusun atas
banyak gen yang saling berinteraksi dan bekerja secara terkoordinasi.
Dengan demikian, genom tidak hanya dipahami sebagai kumpulan urutan
DNA semata, tetapi sebagai sistem yang bersifat dinamis, di mana
hubungan antar gen memegang peranan penting dalam mengatur berbagai
fungsi biologis sel dan organisme secara keseluruhan (Costanzo et al.,

2019).

Gen adalah segmen spesifik dari DNA yang menjadi bagian dari genom.
Gen membawa informasi genetik yang mengarahkan pembentukan protein
atau molekul fungsional lain yang berperan dalam menentukan
karakteristik atau sifat suatu organisme. Perubahan pada susunan gen,
termasuk adanya mutasi, dapat menyebabkan munculnya perbedaan sifat

yang dapat diamati dalam suatu populasi (Azmi dkk, 2025).
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2.6 Deoxyribonucleic Acid (DNA)

Deoxyribonucleic Acid atau DNA merupakan molekul asam nukleat yang
berperan sebagai pembawa utama informasi genetik pada makhluk hidup.
Molekul ini tersusun atas rangkaian nukleotida yang membentuk struktur
heliks ganda, dengan setiap nukleotida terdiri dari gula deoksiribosa,
gugus fosfat, serta basa nitrogen (adenin, guanin, sitosin, timin). Susunan
basa-basa tersebut menyimpan kode genetik yang digunakan sel sebagai
pedoman dalam pembentukan protein dan pengaturan berbagai fungsi
biologis. Meskipun tidak seluruh bagian DNA secara langsung mengode
protein, keseluruhan informasi yang dikandungnya tetap berperan penting
dalam mengendalikan aktivitas sel dan menentukan karakteristik
organisme. Selain itu, sifat DNA yang stabil memungkinkan molekul ini
mempertahankan dan mewariskan informasi genetik dari satu generasi ke
generasi selanjutnya melalui proses replikasi (Franjic, 2021). Adapun

gambar struktur DNA pada Gambar 5.

Gambar 5. Struktur heliks DNA (Effendi, 2020).
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2.7 Gen Hemoglobin Subunit Epsilon 1 (HBE1)

Gen HBE1 (Hemoglobin Subunit Epsilon 1) adalah bagian dari kelompok
gen B-globin yang terletak pada kromosom 11 (tepatnya di wilayah
11p15.4). Gen ini memiliki struktur yang terdiri atas tiga ekson dan
dikenal berperan penting selama tahap awal perkembangan embrionik,
khususnya dalam pembentukan hemoglobin pada eritrosit yang berasal
dari kantung kuning (yolk sac). Produk gen HBE1ladalah rantai globin
epsilon (¢) yang bergabung dengan rantai globin zeta ({) untuk membentuk
hemoglobin Gower I dan dengan rantai globin alfa (o) untuk membentuk
hemoglobin Gower II. Gen HBE1 termasuk dalam urutan klaster B-globin
bersama gen HBG2 (Gy), HBG1 (Ay), HBD (6), dan HBB (P), yang
masing-masing diekspresikan secara bertahap selama perkembangan.
Setelah periode embrio selesai, ekspresi gen HBE1 berhenti, digantikan
oleh ekspresi gen HBG2 (Gy) dan HBG1 (Ay) pada fetal dan gen HBB
pada fase dewasa. Karena ekspresinya terbatas hanya pada tahap awal
hematopoiesis, HBE1 sering dimanfaatkan sebagai penanda biologis dalam

studi diferensiasi sel eritroid (NCBI, 2025). Adapun letak Gen HBE1

pada Gambar 6.

A MCSRI MCSR2  MCS-R3 MCS-R4

¢ — + (- Az (AT
chrib HS-40 4 a a

P LCR R

e HBG2}-{HBG1—HBBP1— (B0 — e —§—
- B oy Ay ) a HS
cvln 2 PRELP
B a = C  Embryonic Fetal Adult

¥ /B Hb Gower 1 HbA
o

) / e o
= Y A @
10 Zz = d Hb Gower 2 Hb Portiand 1 Q&,{ HbAZ

— L= g0 & @ d&a
3 6 Birth 3 6 g_fﬁ_, (& 4
Prenatal Postnatal \k JQ Y
(months) {(months)
Gambar 6. Letak Gen HBEI pada kromosom 11 dan lokus a dan  globin
pada manusia serta pergantian hemoglobin pada setiap

perkembangan (Fontana et al., 2023).
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2.8 Peran Gen HBE1

Gen HBE1 merupakan bagian dari gugus gen -globin yang berperan
penting pada tahap awal perkembangan embrio. Gen ini menyandi rantai
e-globin yang diekspresikan secara dominan selama fase embrionik dan
berfungsi dalam pembentukan hemoglobin embrionik untuk mendukung
transport oksigen pada tahap awal kehidupan. Seiring perkembangan,
ekspresi HBE1 akan mengalami penurunan dan digantikan oleh gen globin
lain yang aktif pada fase janin dan dewasa. Oleh karena itu, HBEI
memiliki peran utama dalam memastikan kebutuhan oksigen terpenuhi
pada fase awal sebelum sistem hematopoiesis berkembang lebih lanjut

(Khandros dan Blobel, 2024).

Gen HBEI] tidak hanya berfungsi sebagai penyandi globin embrionik,
tetapi juga merupakan bagian dari sistem regulasi dalam gugus gen -
globin yang saling berinteraksi. Menurut (Munkongdee et al., 2021),
variasi genetik di sekitar gen HBE1, dapat memengaruhi ekspresi
hemoglobin lain seperti hemoglobin fetal (HbF). Hal ini berdampak pada
tingkat keparahan B-thalassemia, karena peningkatan HbF dapat

mengompensasi kekurangan hemoglobin dewasa.

2.9 Thalassemia

2.9.1. Definisi Thalassemia
Thalassemia adalah gangguan genetik pada pembentukan hemoglobin
yang diturunkan secara autosomal resesif sehingga menyebabkan
terbentuknya hemoglobin yang abnormal. Thalasemia termasuk dalam
kelompok anemia herediter yang terjadi akibat penurunan sintesis salah
satu rantai globin penyusun hemoglobin (HbA, 02B2). Gangguan ini
ditandai oleh ketidakseimbangan produksi rantai globin. Kondisi ini
disebabkan oleh mutasi pada gen penyandi rantai a atau 3 globin
sehingga mengakibatkan penurunan atau tidak adanya produksi salah

satu subunit hemoglobin. Ketidakseimbangan tersebut menyebabkan
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kerusakan sel darah merah melalui peningkatan hemolisis dan
penurunan efektivitas produksi eritrosit, sehingga menimbulkan anemia
kronis. Progresivitas penyakit bervariasi mulai dari tingkatan ringan
(thalassemia minor) hingga tingkatan tinggi (thalassemia mayor) yang
membutuhkan transfusi darah berkala sejak masa anak-anak (Sadiq et

al., 2024).

Thalassemia termasuk kelompok penyakit darah turunan yang paling
sering dijumpai. Thalassemia disebabkan oleh perubahan pada gen
yang mengkode rantai globin hemoglobin khususnya rantai o dan .
Gangguan ini menyebabkan anemia yang timbul karena produksi sel
darah merah yang tidak efektif (ineffective erythropoiesis) yaitu
kematian prekursor eritroid atau perusakan sel darah merah akibat
ketidakseimbangan antara rantai globin. Ada beberapa jenis
Thalassemia seperti a-thalassemia dan B-thalassemia. Gen yang
terlibat pada Thalassemia adalah Gen HBA1, HBA2 untuk alpha (o),
HBB untuk beta (p), serta HBG1/HBG2 untuk gen gamma (y) (Fontana
et al., 2023).

2.9.2.Klasifikasi Thalassemia

Thalassemia dibedakan menjadi dua jenis utama, yaitu a-thalassemia
dan B-thalassemia, berdasarkan jenis rantai globin yang mengalami
gangguan. o-thalassemia merupakan kelainan genetik yang terjadi
akibat penurunan atau tidak terbentuknya rantai a-globin yang
disebabkan oleh delesi atau mutasi pada gen HBA1 dan HBA2 di
kromosom 16. Defisiensi rantai a-globin ini mengakibatkan
terbentuknya hemoglobin abnormal yang bersifat tidak stabil dan
mudah mengalami degradasi. Kondisi tersebut dapat memicu stres
oksidatif, hemolisis, serta eritropoiesis yang tidak efektif. Tingkat
keparahan a-thalassemia bergantung pada jumlah gen yang terdampak,
mulai dari tanpa gejala hingga kondisi berat seperti hydrops fetalis yang
dapat berakibat fatal (Musallam et al., 2024 dan Taher et al., 2018).
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B-thalassemia merupakan bentuk thalassemia yang lebih banyak
mendapat perhatian karena dampak klinisnya yang lebih kompleks. f-
thalassemia disebabkan oleh mutasi pada gen HBB yang
mengakibatkan berkurang atau tidak terbentuknya rantai B-globin.
Kondisi ini menyebabkan ketidakseimbangan dengan rantai a-globin
yang tetap diproduksi, sehingga terjadi akumulasi rantai a dalam
eritrosit yang bersifat toksik dan merusak membran sel. Akibatnya,
terjadi hemolisis dan anemia (Cappellini ef al., 2020 dan Taher et al.,

2021).

Thalassemia dapat dibedakan menjadi tiga kategori berdasarkan tingkat
keparahannya, yaitu thalassemia minor yang umumnya bersifat ringan
tanpa gejala klinis sehingga sering terdeteksi secara tidak sengaja dan
tidak memerlukan penanganan khusus, thalassemia intermedia yang
menunjukkan tingkat keparahan sedang dengan kemungkinan
membutuhkan transfusi darah secara berkala serta berpotensi
menimbulkan komplikasi seperti gangguan pertumbuhan dan
penumpukan zat besi, serta thalassemia mayor sebagai bentuk paling
berat yang ditandai dengan anemia serius sejak usia dini sehingga
memerlukan transfusi darah rutin disertai terapi kelasi besi untuk
mencegah kerusakan organ, di mana klasifikasi ini penting sebagai
dasar dalam menentukan penatalaksanaan dan pemantauan klinis yang
optimal guna meningkatkan kualitas hidup pasien serta menekan risiko

komplikasi (Rujito, 2019).

2.10. Pewarisan Genetik Thalassemia Berdasarkan Hukum Mendel

Hukum Mendel, khususnya hukum segregasi, menjelaskan bahwa setiap
individu memiliki dua alel untuk suatu sifat yang masing-masing diwarisi
dari kedua orang tua. Pada saat pembentukan gamet, kedua alel tersebut
akan berpisah sehingga setiap gamet hanya membawa satu alel, kemudian
pada proses fertilisasi alel dari masing-masing orang tua akan bergabung

kembali dan membentuk kombinasi genetik baru yang menentukan
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genotipe serta fenotipe individu (Sadiq et al., 2024). Prinsip ini menjadi
dasar dalam memahami pola pewarisan sifat, termasuk pola autosomal

resesif. Pola tersebut ditunjukkan pada Gambar 7.

Autosomal Recessive

Parents
mAeton . .
Coarmw Came
Children
nm N i}
Ioamt Curree Oarrwe Unaffected
m 11, heat P

Gambar 7. Pola autosomal resesif (National library of medicine, 2022).

Prinsip pemisahan alel yang dijelaskan dalam hukum segregasi Mendel
menjadi dasar dalam memahami mekanisme pewarisan penyakit genetik
yang mengikuti pola autosomal resesif, seperti thalassemia. Penyakit ini
diturunkan ketika individu mewarisi dua alel mutan (homozigot resesif)
dari kedua orang tuanya, sedangkan individu dengan satu alel mutan
(heterozigot) umumnya tidak menunjukkan gejala klinis, tetapi berperan
sebagai pembawa sifat (carrier) yang dapat menurunkan alel tersebut
kepada keturunannya (Taher ef al., 2021). Dengan demikian,
kemungkinan munculnya thalassemia pada keturunan sangat dipengaruhi
oleh kombinasi alel yang diwariskan oleh kedua orang tua. Gambaran

pola pewarisan thalassemia dapat dilihat pada Gambar 8.
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Gambar 8. pola pewarisan thalassemia (Sadiq et al., 2024).

Gambar tersebut menunjukkan bahwa pada pasangan carrier terdapat
kemungkinan 25% anak normal, 50% carrier, dan 25% menderita
thalassemia, yang merupakan karakteristik dari pola pewarisan autosomal
resesif sesuai dengan hukum Mendel (National Library of Medicine,

2022).

Isolasi Gen

Isolasi gen merupakan tahapan penting dalam biologi molekuler yang
bertujuan untuk memisahkan dan memperoleh fragmen gen tertentu dari
keseluruhan genom suatu organisme sebagai dasar analisis genetik
lanjutan. Proses ini umumnya meliputi beberapa tahap utama, yaitu
ekstraksi DNA. Menurut Syfriandani dkk. (2020), proses ekstraksi DNA
merupakan tahap awal yang sangat penting dalam analisis molekuler
karena bertujuan untuk memperoleh DNA dengan kualitas dan kuantitas
yang memadai untuk digunakan pada tahap analisis selanjutnya.
Keberhasilan ekstraksi DNA sangat dipengaruhi oleh metode yang
digunakan, karena metode yang tepat dapat menghasilkan DNA yang

murni dan stabil sehingga mendukung untuk analisis lanjutan.
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Kemudian, amplifikasi target gen menggunakan Polymerase Chain
Reaction (PCR), pemurnian produk amplifikasi, serta penentuan urutan
nukleotida melalui metode sekuensing. Pelaksanaan isolasi gen biasanya
memanfaatkan kit komersial yang disesuaikan dengan jenis dan
karakteristik sampel guna memperoleh hasil yang optimal. Prinsip dasar
isolasi DNA diawali dengan proses lisis sel untuk melepaskan materi
genetik dari membran sel dan inti, yang dapat dilakukan secara kimiawi,

enzimatik, atau mekanik (Sheershika dan Ram, 2024).

Faktor yang Mempengaruhi Kualitas DNA

Ekstraksi DNA dilakukan agar memperoleh DNA murni atau DNA yang
terpisah dari protein, lemak maupun karbohidrat. Ada beberapa faktor
yang dapat mempengaruhi konsentrasi DNA hasil ekstraksi. Salah satu
faktor yang memengaruhi keberhasilan ekstraksi DNA adalah proses lisis.
Proses lisis yang optimal mampu menghancurkan dinding sel secara
sempurna tanpa merusak komponen intraseluler. Penggunaan buffer juga
menjadi faktor penting dalam proses ekstraksi DNA. Buffer berperan
dalam menjaga kualitas DNA yang dihasilkan, sedangkan kondisi sampel
yang digunakan turut memengaruhi mutu DNA yang diperoleh (Rosari

dkk., 2024).

Pengukuran Konsentrasi dan Kemurnian DNA

Penentuan konsentrasi dan kemurnian DNA dapat dilakukan dengan
memanfaatkan karakteristik penyerapan cahaya pada panjang gelombang
tertentu. DNA memiliki puncak penyerapan pada panjang gelombang 260
nm, sehingga nilai absorbansi pada panjang gelombang ini digunakan
sebagai dasar untuk memperkirakan jumlah DNA dalam suatu sampel.
Sebaliknya, protein menyerap cahaya lebih kuat pada panjang gelombang
280 nm karena adanya asam amino aromatik dalam strukturnya. Oleh

sebab itu, perbandingan nilai absorbansi pada 260 nm dan 280 nm yang
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dikenal sebagai rasio A260/A280 digunakan secara luas sebagai indikator

untuk menilai tingkat kemurnian DNA (Matlock, 2015).

Sejalan dengan hal tersebut, nilai rasio A260/A280 yang berada pada
kisaran sekitar 1,8-2,0 umumnya menunjukkan bahwa DNA berada dalam
kondisi relatif murni. Nilai rasio dalam rentang ini mencerminkan
rendahnya tingkat kontaminasi, terutama oleh protein atau senyawa lain
yang menyerap pada panjang gelombang 280 nm. Sebaliknya, nilai rasio
yang lebih rendah dari kisaran tersebut biasanya mengindikasikan adanya
kontaminasi protein, sedangkan nilai yang lebih tinggi dapat menunjukkan
kemungkinan keberadaan RNA atau senyawa lain yang menyerap pada

panjang gelombang 260 nm (Yulianti dkk., 2024).

Polimerase Chain Reaction (PCR)

PCR (Polymerase Chain Reaction) adalah istilah untuk teknik ilmiah
dalam biologi molekuler yang mampu menghasilkan salinan dari fragmen
DNA tertentu menggunakan dua urutan oligodeoksinukleotida pendek
(primer) melalui reaksi termal berulang yang bergantung pada enzim
polimerase (Setiawan dkk, 2015). Prinsip metode PCR adalah
menggunakan siklus termal yang memanfaatkan sifat termodinamika pada
interaksi antara asam nukleat. Proses dalam Metode PCR terdiri dari tiga

tahap utama, yaitu denaturation, annealing, dan ekstensi atau elongasi.

Pada tahap denaturation, untai ganda DNA dipisahkan menjadi dua untai
tunggal melalui proses pemanasan hingga suhu sekitar 95°C. Tahap
berikutnya adalah annealing, di mana primer menempel pada untai tunggal
DNA hasil denaturation untuk memulai pembentukan pasangan basa
nitrogen, yang berlangsung pada suhu antara 55-60°C. Selanjutnya, tahap
terakhir disebut ekstensi atau elongasi, di mana enzim DNA polimerase
memperpanjang dan menyusun rantai basa nitrogen baru berdasarkan

urutan pada cetakan DNA pada suhu sekitar 72°C. Ketiga tahap tersebut
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berlangsung secara berulang dalam beberapa siklus hingga menghasilkan

jumlah salinan DNA yang melimpah (Putra dkk, 2020).

Primer PCR

Primer PCR adalah sekuen DNA pendek berbentuk oligonukleotida yang
dirancang secara spesifik untuk menempel pada daerah tertentu dari DNA
target dan sebagai titik awal sintesis DNA dalam metode Polymerase
Chain Reaction (PCR). Primer menjadi komponen yang sangat penting
dalam PCR karena enzim DNA polimerase tidak dapat mesintesis DNA
secara tanpa adanya ujung 3'-OH yang disediakan oleh primer. Primer
PCR terdiri dari primer forward dan primer reverse y ang akan berikatan
pada untai DNA komplementer di sisi berlawanan dari sekuen target.
Kedua primer ini berfungsi untuk mengapit daerah gen yang akan
diamplifikasi sehingga hanya fragmen DNA yang diinginkan yang
diperbanyak selama proses PCR (Kurniati et al., 2025)

Penentuan primer yang efektif merupakan tahapan krusial dalam
memastikan proses amplifikasi DNA pada teknik polymerase chain
reaction (PCR) berlangsung secara spesifik dan efisien. Primer berfungsi
sebagai titik awal sintesis DNA, sehingga karakteristik primer sangat
menentukan keberhasilan reaksi PCR. Primer yang ideal harus memiliki
suhu leleh (melting temperature, Tm) yang sesuai agar dapat berikatan
secara stabil dengan sekuen target DNA pada tahap annealing. Perbedaan
Tm yang terlalu besar antara primer forward dan reverse dapat
menyebabkan annealing yang tidak optimal dan menurunkan efisiensi
amplifikasi. Selain itu, kandungan basa guanin dan sitosin (G/C content)
yang seimbang juga berperan penting dalam menentukan kestabilan ikatan
antara primer dan DNA cetakan, karena pasangan basa G dan C memiliki 3
ikatan hidrogen yang lebih kuat dibandingkan pasangan basa A dan T yang
hanya mempunyai 2 ikatan hidrogen (Batubara dkk, 2024).
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Kandungan GC yang terlalu rendah dapat menyebabkan ikatan primer
menjadi lemah, sedangkan kandungan GC yang terlalu tinggi berpotensi
meningkatkan pembentukan struktur sekunder yang tidak diinginkan.

Oleh karena itu, perancangan primer perlu mempertimbangkan
keseimbangan antara suhu leleh dan kandungan GC agar primer dapat
melekat secara optimal pada sekuen target tanpa mengganggu proses
amplifikasi. Dengan memperhatikan parameter-parameter tersebut, primer
yang dirancang diharapkan mampu menghasilkan produk PCR yang
spesifik, konsisten, dan dapat direproduksi, sehingga mendukung

keakuratan analisis molekuler yang dilakukan (Batubara dkk, 2024).

Standar Kualitas DNA untuk PCR dan Sequencing

Kualitas DNA adalah salah satu faktor penting dalam keberhasilan
amplifikasi dengan PCR maupun Sekuensing metode Sanger. Standar
kualitas DNA untuk metode PCR dan sekuensing tidak hanya bergantung
pada primer dan enzim polimerase yang digunakan, tetapi juga sangat
dipengaruhi oleh mutu DNA yang menjadi templatnya. DNA dengan
kemurnian tinggi, konsentrasi optimal, serta bebas dari kontaminan seperti
fenol, etanol, atau protein akan menghasilkan amplifikasi yang efisien dan
spesifik. Parameter umum yang digunakan untuk menilai kualitas DNA
meliputi rasio absorbansi A260/A280 sekitar 1,8 dan rasio A260/A230 di
atas 2,0, serta integritas DNA yang dapat diverifikasi melalui

elektroforesis gel agarose (Mercer et al., 2021).

Elektroforesis

Elektroforesis adalah teknik pemisahan molekul yang didasarkan pada
perbedaan ukuran atau panjang molekul dengan memanfaatkan arus listrik.
Dalam bidang biologi molekuler, metode ini banyak digunakan untuk
memisahkan DNA, RNA, dan protein. DNA dapat bergerak dalam medan
listrik karena memiliki gugus fosfat yang bermuatan negatif. Ketika

molekul bermuatan negatif dilewatkan melalui suatu medium, seperti gel
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agarosa, lalu dialiri oleh arus listrik, molekul tersebut akan berpindah dari

kutub negatif menuju kutub positif (Azalia dkk, 2023).

Prinsip kerja elektroforesis adalah pergerakan partikel bermuatan atau ion
di dalam medium setengah padat akibat pengaruh medan listrik. Teknik
ini dapat dimanfaatkan untuk memperkirakan ukuran fragmen DNA
dengan bantuan DNA marker yang ukurannya sudah diketahui. Marker
tersebut digunakan sebagai pembanding sehingga ukuran DNA sampel
dapat ditentukan secara relatif. Saat DNA yang bermuatan negatif
dijalankan pada gel agarosa yang diberi arus listrik, maka molekul DNA
(bermutan negatif) akan bergerak menuju kutub positif. Dengan demikian,

pemisahan DNA dapat terjadi berdasarkan perbedaan panjang fragmennya

(Azalia dkk, 2023).

Metode Sekuensing Gen Menggunakan Sanger Sekuensing

Sekuensing gen adalah metode yang digunakan untuk menentukan urutan
basa nukleotida dalam suatu segmen DNA. Teknik ini sangat penting
dalam mendeteksi variasi genetik, mutasi, atau kelainan pada gen tertentu
yang berperan dalam penyakit seperti thalassemia. Salah satu pendekatan
yang paling banyak digunakan adalah Sanger sequencing. Sanger
sequencing adalah metode untuk menentukan urutan DNA yang bekerja
dengan cara memasukkan nukleotida dideoksi penghenti rantai secara

selektif oleh enzim DNA polimerase selama proses replikasi DNA in vitro.

Metode Sanger dalam sekuensing DNA membutuhkan DNA untai tunggal
sebagai cetakan, primer sebagai titik awal replikasi, enzim DNA
polimerase, nukleotida normal (ANTP), serta sedikit dideoksinukleotida
berlabel (ddNTP). Sampel DNA kemudian dibagi menjadi empat reaksi
terpisah, masing-masing mengandung DNA polimerase, dNTP, dan hanya
satu jenis ddNTP (ddATP, ddGTP, ddCTP, atau ddTTP). Karena ddNTP
tidak memiliki gugus OH pada posisi 3°, penambahan nukleotida akan

berhenti di titik tertentu. Akibatnya, terbentuk fragmen DNA dengan
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panjang berbeda-beda, tetapi selalu berakhir pada basa sesuai ddNTP yang
dimasukkan. Fragmen-fragmen ini dipisahkan melalui elektroforesis,
sehingga urutan basa DNA dapat ditentukan dari posisi berhentinya rantai

(Suwardji, 2023).

Analisis Filogenetik

Analisis filogenetik adalah metode untuk mempelajari keanekaragaman
organisme dengan merekonstruksi hubungan kekerabatan di antara
berbagaimacam organisme menggunakan aplikasi bioinformatika.
Melalui analisis ini, informasi mengenai proses evolusi yang dialami oleh
organisme tersebut dapat diperoleh dan digambarkan dalam bentuk
diagram bercabang yang disebut pohon filogenetik. Kesamaan
karakteristik menjadi dasar utama dalam menentukan hubungan antara
spesies yang diteliti. Tujuan dari analisis filogenetik adalah untuk
mengelompokkan serta memberikan pemahaman tentang evolusi dan

kekerabatan antar organisme (Oktafia dan Badruzsaufari, 2021).

Dalam kajian biologi evolusi, filogenetik digunakan sebagai metode ilmiah
untuk menelusuri keterkaitan evolusioner serta proses perkembangan
berbagai kelompok organisme dengan memanfaatkan data molekuler.
Pendekatan ini tidak lagi hanya bertumpu pada kesamaan bentuk atau ciri
luar organisme, tetapi lebih mengutamakan bukti genetik sebagai dasar
penentuan kekerabatan. Informasi yang digunakan dapat berasal dari
berbagai sumber, seperti sekuen gen inti, materi genetik dari kloroplas,
hingga data genom secara keseluruhan. Melalui pemanfaatan data
tersebut, filogenetik mampu memberikan gambaran yang lebih mendalam
dan akurat mengenai hubungan kekerabatan, pola evolusi, serta sejarah
diversifikasi, sehingga pemahaman tentang asal-usul dan perkembangan
kelompok ini dapat dijelaskan secara lebih ilmiah dan menyeluruh (Liu

dan Han, 2025).



III. METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan September—Desember 2025 di
Laboratorium INA LAB DNA dan Laboratorium Biokimia Fakultas
Kedokteran Universitas Lampung. Kegiatan penelitian yang dilakukan di
Laboratorium INA LAB DNA meliputi isolasi DNA, amplifikasi gen
menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) dan visualisasi hasil
amplifikasi menggunakan metode Elektroforesis. Sementara itu, kegiatan
yang dilakukan di Laboratorium Biokimia yaitu pengukuran konsentrasi dan

kemurnian hasil isolasi DNA.

3.2 Populasi Sampel

Populasi penelitian ini meliputi sepuluh sampel darah pasien -thalassemia
yang berasal dari RSUD Dr. H. Abdul Moeloek, Bandar Lampung, Provinsi
Lampung. Seluruh sampel yang telah disekuensing selanjutnya dievaluasi
berdasarkan elektrogram hasil sekuensing, kemudian satu sampel dengan
kualitas terbaik dipilih untuk dianalisis lebih lanjut melalui analisis
filogenetik untuk mengetahui hubungan kekerabatan genetik berdasarkan

sekuens yang diperoleh.
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3.3 Desain Penelitian

Penelitian ini menggunakan metode deskriptif kualitatif dengan pendekatan
eksperimen untuk mengisolasi dan menganalisis gen HBE1 dari sampel darah
pasien f-thalassemia. Proses dimulai dengan isolasi DNA menggunakan kit
ekstraksi, diikuti dengan pengujian kualitas DNA melalui Implen
NanoPhotometer N50. DNA yang memenuhi syarat kemudian diamplifikasi
dengan PCR menggunakan primer spesifik. Produk amplifikasi diperiksa
melalui elektroforesis gel agarosa sebelum dikirim untuk sekuensing
menggunakan metode Sanger. Hasil sekuensing dianalisis secara
bioinformatika, termasuk analisis filogenetik untuk mempelajari hubungan
evolusioner berdasarkan kesamaan sekuen gen. Desain ini memastikan

validitas dan keakuratan data penelitian.

3.4 Alat dan Bahan

Alat-alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi gelas ukur yang
berfungsi untuk mengukur volume larutan, mikropipet untuk mengambil dan
memindahkan cairan dalam volume mikro secara presisi, serta mikrotube
berukuran 1,5 mL dan 0,2 mL sebagai wadah reaksi dan penyimpanan sampel
selama proses ekstraksi DNA dan amplifikasi PCR. Wrap digunakan untuk
menutup dan melindungi alat dan bahan dari kontaminasi. Laminar air flow
digunakan sebagai area kerja steril guna meminimalkan risiko kontaminasi
selama penanganan sampel. Autoclave berfungsi untuk mensterilkan alat dan
bahan menggunakan uap bertekanan tinggi, sedangkan centrifuge digunakan
untuk memisahkan komponen sampel berdasarkan perbedaan densitas melalui
gaya sentrifugal. Oven digunakan untuk sterilisasi kering dan pengeringan
alat gelas, sementara freezer digunakan untuk penyimpanan sampel dan reagen
pada suhu rendah guna menjaga stabilitas dan kualitasnya. Vortex digunakan

untuk menghomogenkan larutan dan sampel.
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IMPLEN Nanophotometer N50 (IMPLEN GmbH, Munich, Jerman) digunakan
untuk mengukur konsentrasi dan tingkat kemurnian DNA genom hasil
ekstraksi, Thermal cycler LineGene Mini S Quantitative Detection System
(Hangzhou Bioer Technology Co.,Ltd, Tiongkok, China) digunakan untuk
proses amplifikasi sekuen gen Hemoglobin Subunit Epsilon 1 (HBEI)
menggunakan metode Polymerase Chain Reaction (PCR) serta Elektroforesis
Mupid-exu (Advance Co., Ltd., Tokyo, Jepang) digunakan untuk visualisasi
DNA hasil amplifikasi.

Bahan-bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi 1 sampel darah
pasien B-thalassemia, alkohol 70% yang digunakan sebagai bahan sterilisasi,
kit Ekstraksi Genomic DNA Mini Kit (Blood/Cultured Cell)-GB100/GB300
untuk isolasi DNA genomik, kit pereaksi PCR untuk proses amplifikasi gen
target, serta kit elektroforesis untuk visualisasi hasil amplifikasi DNA

elektroforesis.

3.5 Metode Kerja

3.5.1 Isolasi Sekuen Gen Hemoglobin Subunit Epsilon 1 (HBE1)
Tahapan isolasi sekuen gen Hemoglobin Subunit Epsilon 1 (HBE1)
meliputi beberapa tahapan yaitu, ekstraksi DNA dari sampel darah pasien
B-thalassemia, pengukuran kemurnian dan konsentrasi hasil ekstraksi
DNA, amplifikasi sekuen gen HBE1 menggunakan metode Polymerase
Chain Reaction (PCR) dengan primer spesifik gen HBE1. Produk
amplifikasi yang dihasilkan selanjutnya dianalisis melalui elektroforesis
gel agarosa untuk mengonfirmasi keberhasilan proses amplifikasi
berdasarkan terbentuknya pita DNA dan terakhir, sampel siap untuk

dianalisis melalui proses sekuensing di PT Genetika Science Indonesia.

3.5.1.1 Ekstraksi DNA

Sampel darah atau Whole Blood diambil sebanyak 0,3 ml ke dalam
mikrotube (1,5 ml), lalu divortex selama + 1 menit. Sampel di

tambahkan buffer lisis RBC sebanyak 900 ul (3 kali dari volume
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sampel), kemudian diinkubasi pada suhu ruang selama 10 menit.
Larutan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 5 menit.
Supernatan dibuang hingga hanya tersisa pelet sel. Ke dalam larutan
tersebut, ditambahkan buffer lisis RBC sebanyak 100 pul. Setelah itu,
ditambahkan buffer GB 200 ul dan dikocok kuat. Larutan lalu
diinkubasi pada suhu 65°C selama 10 menit (inversi setiap 3 menit).
Setelah itu, ditambahkan 200 ul Absolute ethanol ke lisat dan dikocok
kuat selama 10 detik. Setelah itu, larutan dpindahkan ke GD Column
yang sudah terpasang tabung 2 ml lalu disentrifugasi dengan kecepatan
10.000 rpm selama 10 menit dan GD Coloumn dipindahkan ke tabung
koleksi setelah disentrifugasi. Selanjutnya, ditambahkan buffer W1
sebanyak 400 pl dan larutan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000

rpm selama 2 menit.

Setelah disentrifugasi, supernatan dibuang dan pasang kembali GD
Column ke tabung koleksi. Ke dalam GD Column tersebut,
ditambahkan Wash Buffer sebanyak 600 pul dan larutan disentrifugasi
lagi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 2 menit. Setelah itu, tabung
koleksi dikeringkan dengan disentrifugasi kembali dengan kecepatan
10.000 rpm selama 3 menit. GD Column dipindahkan ke tabung baru
(tube lancip). Sebanyak 30 pl Elution Buffer yang telah dipanaskan
pada suhu 65°C ditambahkan ke GD Column, larutan didiamkan selama
3 menit dan disentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm selama 1
menit dan disentrifugasi kembali tanpa penambahan dengan kecepatan
10.000 rpm selama 1 menit agar memperoleh DNA murni. Hasil
ekstraksi kemudian dianalisis dengan spektrofotometer atau
NanoPhotometer untuk memperoleh nilai kemurnian dan konsentrasi

DNA.

3.5.1.2 Analisis Kemurnian dan Konsentrasi DNA Hasil Ekstraksi

Pengukuran konsentrasi dan tingkat kemurnian DNA genom dilakukan
menggunakan Implen NanoPhotometer N50 yaitu alat spektrofotometer

UV-Vis mikrovolume yang dirancang untuk analisis asam nukleat dan
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protein dengan volume sampel yang sangat kecil. Pengoperasian alat
dilakukan dengan menempatkan sejumlah kecil sampel DNA pada
permukaan pengukuran tanpa menggunakan kuvet, kemudian alat
secara otomatis mengukur nilai absorbansi pada panjang gelombang
tertentu untuk menentukan konsentrasi DNA serta rasio kemurnian,
seperti A260/A280 dan A260/A230. Perangkat ini dapat dioperasikan
secara mandiri maupun dihubungkan dengan perangkat eksternal,
seperti komputer atau tablet, sehingga memudahkan proses akuisisi dan
penyimpanan data. Dengan sistem pengukuran yang cepat dan mudah
digunakan, Implen NanoPhotometer N50 mendukung analisis kualitas

DNA secara efisien dalam penelitian biologi molekuler.

3.5.1.3 Amplifikasi Gen HBE1 dengan Metode PCR

Hasil ekstraksi DNA yang telah diperoleh kemudian diamplifikasi
menggunakan metode PCR. Dengan komposisi komponen PCR

terdapat pada tabel 1.

Tabel 1. Komposisi reagen PCR untuk amplifikasi DNA

Campuran Volume
Mastermix MyTag™ 10,5 pul
Buffer TE 8 ul
Primer Forward RS72872548 0,25 pul
Primer Reverse RS72872548 0,25 pul
DNA Template 2 ul

PCR dilakukan dengan mencampurkan seluruh komponen reaksi, yang
terdiri atas 10,5 ul mastermix MyTaq™, 0,25 pl primer forward dan
0,25 pl primer reverse, 8 ul TE buffer, serta 2 ul templat DNA. Primer
yang digunakan adalah primer RS72872548. Primer ini merupakan
primer hasil desain (primer baru) dengan sekuen primer yang terdapat

pada Tabel 2.
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Tabel 2. Sekuen primer RS72872548

Primer Sekuen Primer (5’-3°)

RS72872548-F 5’- GCCCTGTACTATCTGGTCTT-3’

RS72872548-R 5’-AAGAAGGAGCTGTTAGTGGT-3’

Proses pencampuran seluruh reagen PCR dilakukan di dalam laminar
air flow untuk menjaga kondisi tetap steril dan mencegah terjadinya
kontaminasi. Campuran reaksi PCR selanjutnya dimasukkan ke
dalam microtube berkapasitas 0,2 pl dan ditempatkan pada mesin PCR
untuk menjalani proses amplifikasi. Program Thermal Cycler yang
digunakan meliputi tahap pra-denaturation pada suhu 95°C selama 5
menit, diikuti denaturation pada 95°C selama 30 detik, annealing
pada suhu 52,3°C selama 30 detik, elongasi awal pada 72°C selama
40 detik, dan elongasi akhir pada 72°C selama 5 menit, serta diakhiri
dengan tahap Cooling atau pendinginan pada suhu 20°C selama 10
menit. Siklus PCR diulang sebanyak 35 kali untuk memperoleh hasil
amplifikasi yang optimal. Produk PCR yang dihasilkan kemudian
disimpan pada suhu -4°C di dalam lemari pendingin untuk mencegah

terjadinya degradasi DNA.

3.5.1.4 Elektroforesis Hasil PCR

Hasil amplifikasi dengan metode PCR divisualisasikan menggunakan
teknik elektroforesis gel agarosa dengan konsentrasi agar 1,2%.
Pembuatan gel agarosa dilakukan dengan melarutkan 0,48 g serbuk
agarosa dalam 40 ml buffer TAE 1x, kemudian dipanaskan hingga
mendidih dan menghasilkan larutan homogen yang jernih. Larutan
tersebut didinginkan selama £10 menit, lalu ditambahkan 2 pl
pewarna redsafe dalam kondisi minim cahaya untuk mencegah
degradasi pewarna, dan dihomogenkan. Larutan gel agarosa
kemudian dituang ke dalam cetakan elektroforesis (¢7ay) dan dipasang
sisir (comb) untuk membentuk sumuran, dan dibiarkan memadat

sambil ditutup dengan tisu untuk mencegah kontaminasi. Setelah gel
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memadat, 7 ul penanda DNA (size marker) dimasukkan ke dalam
sumuran di tengah gel agarosa, dan 2 pl sampai 2,5 ul sampel hasil
PCR dimasukkan ke sumuran lainnya. Proses elektroforesis
dilakukan pada tegangan 100 Volt selama 25 menit. Setelah migrasi
DNA selesai, pita DNA pada gel diamati menggunakan alat

dokumentasi gel (ge/ doc) dengan bantuan sinar ultraviolet.

3.5.1.5 Sekuensing Hasil PCR

Produk hasil PCR yang menunjukkan pita amplikon pada visualisasi
menggunakan sistem ge/ documentation kemudian disekuensing
dengan metode Sanger melalui layanan PT Genetika Science
Indonesia. Sampel yang dikirim terdiri atas produk PCR dan satu set
primer yang digunakan, dikemas dalam microtube berkapasitas 0,2 ml.
Sampel dan satu set primer tersebut dikemas dalam wadah yang
dilengkapi gel es untuk mempertahankan suhu rendah selama proses
pengiriman. Hasil sekuensing dianalisis menggunakan perangkat
lunak BioEdit Versi 7.7.1 untuk mengevaluasi kualitas sekuensing dari

sampel yang dilihat melalui elektroferogram yang dihasilkan.

3.5.2 Analisis Filogenetik

Hasil sekuensing selanjutnya di analisis dengan analisis filogenetik yang
dilakukan melalui beberapa tahapan menggunakan berbagai perangkat
lunak. Tahap awal berupa penyuntingan dan perapihan data sekuen
menggunakan BioEdit agar diperoleh data yang akurat dan siap dianalisis.
Selanjutnya, sekuen yang telah diperoleh dibandingkan dengan data
referensi melalui BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) di situs
web NCBI (National Center for Biotechnology Information), tahapan ini
digunakan untuk melihat sekuen-sekuen yang kemiripan tinggi dengan
sekuen gen HBE1. Setelah dilakukan BLAST, maka akan muncul sekuen-
sekuen yang sama dengan tingkat kemiripanya, data yang tingkat
kemiripannya tinggi didownload dalam file berformat FASTA agar dapat
dianalisis lebih lanjut. Selanjutnya, file dianalisis dengan aplikasi MEGA
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XII (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) untuk melihat perbedaan
dan kesamaan antar sekuen yang akan muncul dalam bentuk pohon
filogenetik. Pohon filogenetik akan menghasilkan gambaran mengenai
hubungan kekerabatan evolusioner antar organisme atau gen berdasarkan

tingkat kesamaan sekuennya.



3.6 Diagram Alir Penelitian

Sampel Darah Pasien
(Whole Blood)

!

Ekstraksi DNA
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Konsentrasi DNA
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RS72872548

!

Visualisasi Sekuen DNA

’

Sekuensing

!

Analisis Filogenetik

Gambar 9. Diagram Alir Penelitian



V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Adapun kesimpulan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. TIsolasi sekuen gen Hemoglobin Subunit Epsilon 1 (HBE1) dari
genom darah pasien B-thalassemia berhasil dilakukan.

2. Analisis filogenetik menunjukkan bahwa sekuen gen HBE1
berkelompok dalam satu clade yang sama dengan nilai kemiripan
98% pada sekuen HBE1 dari populasi lain yang telah terdeposit di
GenBank.

5.2 Saran

Disarankan agar penelitian berikutnya melakukan analisis lanjutan
mengenai variasi SNP (Single Nucleotide Polymorphism) gen HBE1
pasien B-thalassemia di RSUD Dr. H. Abdul Moeloek Bandar
Lampung, untuk memperkuat analisis variasi genetik dan meningkatkan

ketepatan interpretasi hasil molekuler.
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