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Identifikasi Kelainan Gen Protein Pita 3
pada Membran Sel Darah Merah Penderita Talasemia [

Anna Maria Dewajanti

Staf Pengajar Bagian Biokimia Fakultas Kedokteran UKRIDA
Alamat Korespondensi JL. Arjuna Utara No.6 Jakarta Barat 11510

Abstrak : Talasemia merupakan kelainan genetik vang diturunkan secara resesif autosom. Teradi
ketidakseimbangan jumlah antara rantai globin « dan rantai globin B, sehingga ada rantai globin yang tidak
berpasangan. Presipitasi rantai globin yang tidak berpasangan pada membran dapat mengakibatkan
otooksidasi membran sehingga dapat menyebabkan membran sel menjadi rigid. Selain protein skeleton
membran, stabilitas sel darah merah juga sangat dipengaruhi oleh protein pita 3, suatu protein integral
transmembran sel darah merah. Kelainan protein pita 3 dapat mempengaruhi fungsinya baik sebagai
penukar ion maupun dalam mempertahankan stabilitas membran sel darah merah. Protein pita 3 vang
abnormal dijumpai pada ovalositosis, suatu penyakit kelainan darah yang disebabkan oleh hilangnya 9
asam amino protein pita 3 akibat delesi kodon 400-408 pada ekson 11 gen protein pita 3. Hilangnya % asam
amino protein pita 3 pada ovalositosis menyebabkan membran sel darah merah menjadi rigid sehingga
menurunkan deformabilitas membran. Adanya ngiditas disertai penurunan kemampuan deformabilitas
membran sel darah merah talasemia vang menyerupai membran sel darah merah ovalositosis,
menimbulkan pemikiran bahwa kerusakan protein membran sel darah merah talasemia juga disebabkan
oleh adanya kelainan gen penyandi protein pita 3. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi adanya
kelainan gen protein pita 3 pada penderita talasemia. DNA genom diperoleh dari darah orang sehat dan
pasien talasemia. Kemudian gen yang akan diperiksa diperbanyak dengan teknik PCR dan visnalisasinya
menggunakan elektroforesis gel agarosa 2%. Hasil PCR gen protein pita 3 pada orang sehal (normal)
berukuran 175 £ 25 pb, sedangkan pada pasien talasemia dijumpai 2 produk PCR yang berukuran 175 = 25
pb dan 110 £ 15 pb. Adanya produk PCR yang berukuran 110 + 15 pb menunjukkan adanya kelaman gen
protein pita 3 pada pasien talasemia berupa delesi gen sebesar 65 = 10 pb. Kelainan genetik protein pita 3
pada talasemia tidak sama dengan kelainan genetik pada ovalositosis.

Kata kunci : talasemia, gen protein pita 3, kelainan genetik
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Identification of Band 3 Proiein Gene Abnormalities
Red Blood Cell Membrane in Patients with § thalassemia

Abstract - Thalassemia is a genetic disorder inhievited ay auwiosomal recessive. There iy an imbalance
hetween the number of globin chains a and [ globin chains, so thar there is an unpaired globin chains.
Precipiiation of unpaired globin chains in the membrane can fead to awivoxidation the membrane so thai it
can couse the cell membranes become rigid Stability of red blood cell is very influenced by protein
sitoskeleton fumction. Others the stability of ved blood cell is also grealy influenced by the band 3 protein,
an Integral transmembrane protein of red Mood cells. Band 3 protein abwormalities may influence its
Sunction both as an ion exchange membrane and in maintaining the stability of red Mood cells. Abmormal
band 3 protein found in ovalositosis, a blood disorder coused by the loss of nine amino acids of protein
Pendd 3 due fo a deletion of codony 400-408 tn exon 1] band 3 protein gene. The loss of nine amino acids
in the protein hand 3 ovalositosis couses ved blood cell membranes become rigid thus reducing the
membrane deformabilitv. The existence of rigidity accompanied by a decreased ability of red Mood cell
mepbrane deformabilitv thalassemia-like ved Mood cell membrane ovalositosis, raises the idea ithat the
destruction of red Blood cell membrane protein also thalassemia is caused by abnormalities band 3
profein-coding genes. This study aims o identify any abaormalities of band 3 protein gene in patients with
thalassemia. Genomic DNA obtained from blood of healthy individuals and patients with thalassemic.
Grenes will be evamined later propagated by PCR and visualization techniques wsing 2% agavose gel
electrophoresis. PCR results of band 3 protein gene in healthy individuals (normal) size of 175 = 25 bp,
whereas in patienis with thalassemia found two PCR product size 173 bp and 1101+ 25 + 13 bp. Presence
of PCR product size 110 = 15 bp showed a protein band 3 gene defects in patients with thalassemia in the
Jorm af gene deletions by 65 + 10 bp, Genetic disorder of protein band 3 in thalassemia is not the same as
genetic abnovmalities in ovalositosis.

Key words © thalassemia, protein band 3 gene, penetic disorders,

Pendahuluan kecil  (mikrositik).  Perubahan-perubahan ini
akan ditanggapi sebagai suatu sinyal olch sistem
makrofag berupa isyarat untuk merusak sel dan
mengakibatkan destruksi dini sel darah merah.™*
Stabilitas sel darah merah sangat dipengaruhi

Prevalensi  talasemia  cukup tinggi  pada
populasi di dunia termasuk Indonesia, kelainan
ini disebabkan oleh kira-kira 200 mutasi pada

gen globin.! Cacat molekul (mutasi) pada gen
globin « atau [} mengakibatkan tidak terjadinya
atan  berkurangnya  sintesis  rantai  globin.
Keseimbangan ekspresi gen globin o dan [
dibutuhkan  untuk  fungsi  hemoglobin  yang
normal, Jumlah rantai globin o dan P yvang tidak

seimbang pada penderita talasemia
mengakibatkan adanva rantai globin yang tidak
berpasangan, Rantai  globin - vang  tidak

berpasangan ini akan mengalami presipitasi,
vang melekat pada membran sel darah merah dan
mengakibatkan otooksidasi membran.™
Membran sel darah merah menjadi lebih rigid
sehingga menurunkan kemampuain
detormabilitas membran sel darah merah. Selain
rigid, sel darah merah talasemia menjadi lebih

oleh keadaan dan fungsi protein sitoskeleton,
vang pada dasarnya terdini atas aktin, spektrin,
pita 4.1, pita 4.2 dan ankirin.”  Selain itu
stabilitas  sel  darah  merah  juga  sangal
dipengaruhi oleh protein pita 3, suatu protein
integral /  transmembran  sel  darah  merah.
Kelainan pada protein pita 3 membran sel darah
merah  juga  berkaitan dengan meningkatnya
destruksi dini sel darah merah dan terjadinya
anemia, ™

Tujuan penelitian ini adalah mengidentifikasi
adanya kelaman gen protein pita 3 pada pasien
talasemia [, Penelitian ini merupakan usaha
awal dalam menganalisis kelainan gen tersebut
pada pasien talasemia  dengan  cara
mengidentifikasi kelainan gen penyandi protein

I Kedoki Meditek Vol 17, Mo, 43, September-Desember 200 1



http://www.ukrida.ac.id/

Identifiltasi Kelainan Gen Protein Pria 3

pita 3. Manfaat peneclitian  ini,  dengan
mengetahui adanya  kelainan  gen  penyandi
protein pita 3, maka penerapan terapi gen pada
pasien talasemia tidak hanya pada gen globin
saja tapi juga pada gen protein pita 3.

Talasemia 3.

Talasemia [} diurunkan  secara  autosom
resesif dan timbul karena adanya cacal molekul
{mutasi) pada gen globin P vang terletak pada
kromasom 11."*" Gen globin B terdiri dari tiga
ckson yang dipisattkan oleh dua intron (IVS,
itervening sequence), yvaitu intron yvang pendek
dan yang panjang. Intron yang pendek (IVSI)
terletak di antara kodon 30 dan 31, sedangkan
intron vang panjang (1VS2) terletak diantara
kodon 104 dan 105"

Gien talasemia f umum disebut 3.  Karena
tiap kromosom hanya mengandung satu gen [4,
maka haplotipe yang mungkin adalah B¢ dan '/
dengan genotip: B/P normal, P/’ talasemia B
heterozigot, B'/p' talasemia 3 homozigot, | Oleh
karena itu talasemia [} dikategorikan ke dalam
tiga golongan: talasemia P minor (carries),

talasemia [} intermedia, dan  talasemia
1'r'|{!:«'un'.|'-J
Berdasarkan  jumlah  rantai [ fungsional

vang terbentuk, talasemia [ dapat dibedakan
menjadi 2 yaitu: talasemia B" (lak ada rantai B
fungsional) dan talasemia [B' (ada rantai B
fungsional walaupun sedikit).'  Berat atau
ringannya gejala penyakit talasemia tergantung
pada dua faktor yaitu: fenotip gen B’ (B” atau )
dan heterozigot atau homozigot.  Hubungan
antara bentuk kelainan genetik dengan gejala-
gejala klinis dapat dilihat pada Tabel 1."

Tabel 1. Klasifikasi Klinis Talasemia B’

 Klasifikasi klinis ~ Genotip Fenotip
Talasemia minor f/B' dengan variasi: B - Anemia ringan
i p - helerozigot
B/
Talasemia intermedia [51' ﬁ'l dengan variasi : Anemia lr,bihl berat dart
Bt/ g Pildfd talasemia minor tetapi
B tidak .‘:'.L'.]Z)Eii"dh mayor
Anemia berat harus
Talasemia ma yvor GREET dehaini oy transfusi darah
B
Dasar Molekuler Talasemia [} mutasi tersebut terhadap tingkat fungsi gen
globin f. seperti pada tahap transkripsi, proses
Cacal molekul pada  falasemia 3 sangal RNA, atau pada translasi mRNA.'
heterogen. Tidak seperti pada talasemia o vang [vikenal 4 jenis mutan utama pada talasemia 3
kebanyakan disebabkan oleh delesi gen, cacat yaitu 1) mutan promotor, 2) mutan RNA
molekul  pada  talasemia [ lebih  banyak splicing, 3) mutan RNA capping/tailing dan 4)
disebabkan oleh substitusi nukleotida tunggal mutan  translasi.  Bentuk  cacal molekul
atau mutasi titik yang mempengaruhi daerah- talasemia [ lainnya adalah kerusakan pada
daerah kritis untuk berfungsinya gen globin [ daerah penvandi, mutasi framesiifi vang dapat
Lebih dari 200 jenis mutasi titik telah ditemukan merubah reading frame sehingga mengakibatkan
di dalam gen globin .’ polipeptida yvang pendek dan tidak stabil serta
Sebagian  besar  mutan  menyebabkan terbentuknya kodon stop vang mengakibatkan
penurunan sintesis mRNA globin B vang normal. terminasi prematur proses translasi.’
Penurunan produksi rantai globin [ bervariasi : :
mulal penurunan vang ringan hingea tidak ada T\ilﬂnhl‘a‘n .'Se_l Darah Merah pada Penderita
produksi sama sekali tergantung pada pengaruh Falasemia
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Otooksidasi pada membran sel darah merah
dapat mengakibatkan perubahan struktur protein
membran, antara lain terjadinya ikatan lintas
silang antara  protein  membran  disertai
berkurangnya  gugus  sulfhidril. ™" Hasil
elekiroforesis protein membran sel darah merah
talasemia  menunjukkan adanya pita  protein
tambahan dengan BM sekitar 30,000 vang
mungkin dihasilkan dari ikatan lintas silang
beberapa protein membran."”

Ditemukan pula bahwa protein sitoskeleton
saling berinteraksi, juga herinteraksi dengan
protein - membran lain  dan  dengan  dwilapis
lipid.” Misalnya protein spekirin berinteraksi
dengan rantai globin @ vang mengalami
peroksidasi, protein 4.1 berinteraksi  dengan
protein spektrin dan aktin. Kelainan struktural
spekirin tidak mengakibatkan gangguan fungsi
karena ikatan spektrin  dengan  komponen
membran lainnya tidak terpengaruh. Sedangkan
interaksi  protein 4.1 dengan  protein  lain
mengakibatkan penurunan kemampuan protein
4.1 untuk mengikat spektrin_g'”

Telah dilaporkan ada pula protein lain yang
mengalami perubahan, yaitu protein pita 3."
Protein pita 3 merupakan protein transmembran
sel darah merah vang berfungsi sebagai penukar
anion. Perubahan vang terjadi pada protein pita
3 akibat adanya otooksidasi membran, berupa
tidak bisa diamatinya protein tersebut (tampak
tipis) pada hasil elektroforesis protein dengan
menggunakan SIS PAGE 10% dan  disertal
dengan  munculnyva pita tambahan  (penebalan
pita) yang berat molekulnya lebih kecil (£ 50
kD,  Disimpulkan protein  tersebut  telah
mengalami  degradasi menjadi molekul vang
lebih kecil."*

Bahan dan Cara Kerja
A. Alat dan Bahan

Alat-alat yvang digunakan untuk isolasi DNA
adalah tabung darah-EDTA. tabung mikrol.5
mL steril, tabung mikro berfilier dan collecting
tube, mikropipet (Finnpipette Digital) ukuran 5 —
40 uL dan 40 — 200 uL + tip steril, mikropipet
(Socorex) ukuran 200 — 1000 puL + tp sterl,
autoklaf, alat pemusing mikro (Eppendorf
Centrifuge 5415 ), spektrofotometer  double
beam (Shimadzu), penangas air (waterbath GFL
1083), sarung tangan karet.

Bahan-bahan vangz digunakan untuk 1solas:
DNA  adalah sampel (darah pasien talasemia
dengan kriteria menderita talasemia [} mayor
berdasarkan status klinik di Pusat lalasemia
RSCM/FEUT dan darah orang sehat/normal
dengan kriteria tidak mempunyai keturunan
penderita  talasemia  dan  ovalositosis, tidak
menunjukkan gejala anemia dan nilair Hb dalam
batasan normal), isopropanol absolut, RNase-
DNase-firee (Boehringer CatNe 1119915), kit
isolasi DNA High pure PCR Template
Freparation Kir dari Roche CarNo. 1796828 —
berisi:  proteinase K, binding buffer (20 mL
larutan yang mengandung: 6 M guanidin-HCIL, 10
mM urea. 10 mM tris-HCL, 20% triton X-100 v/v
pH 4.4}, wash buffer (100 mL larutan yang
mengandung: 20 mM NaCl, 2 mM tris-HC1, pH
7.5, B0mL etanol absolut), elution buffer (40 mL
larutan 10 mM tris pH 8.5), mhibitor removal
buffer (55 mL larutan yang mengandung: 5 M
guanidin-HCL, 20 mM tris-HCL pH 6,6, 200 mL
etanol absolut)

Alat-alat vang digunakan untuk Poelymerase
Chain Reaction (PCR) adalah tabung mikro
200 pL, mikropipet (Eppendort) ukuran 0.5-10
pl + tip steril, pipet mikro (Finnpipette Digital)
ukuran 5 — 40 pL. dan 40 - 200 pL + tp steril,
vorteks,  autoklaf,  alat  pemusing  mikro
(Eppendor! Centrifuge 5415 ),
spektrofotometer  dowble  beam  (Shimadzu),
Mesin PCR / Eppendorf Mastercyeler Personal,
sarung tangan karet.

Bahan-bahan  yang  digunakan  untuk
Polymerase Chain Reaction (PCR) adalah : hasil
isolast DNA darah, akuabidestilata stenl, Tag
DNA Polymerase (Promega catalog #M1661),
Primer DNA (GENSET Singapore Biotech.), Kit
untuk reaksi PCR (PCR Core Kit dari Roche
Cat. No 1578553} berisi : dNTP mix {200 ul
larutan mengandung 10 mM  dATPE, JdCTP,
dGTP,ATTP pH7,0), bufer reaksi PCR 10X (1
mL mengandung 100 mM tris-HCL, 15 mM
MgCls, 500 mM KCI, pH 8.3), larutan MgCls (1
mL 25 mM MgCl;).

Alat-alat yang digunakan untuk clektroforesis
adalah: tabung mikro 200 pl, mikropipet
(Eppendort) ukuran 0.5 — 10 pL + tip steril. Pipet
mikro (Finnpipette Digital) ukoran 5 — 40 pLL dan
40 — 200 ul + tip steril, timbangan analitik
{(Sartorius),  vorteks, alat  pemusing  mikro
{(Eppendorf  Centrifuge 5415 (),  alat
elektroforesis  horizontal, UWV-  transiluminator
(Vilber Lourmat TCX-15.M), sarung tangan
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karet, sistem dokumentasi polaroid dan Film
FPolaroid Fuji 30008,

Bahan-bahan  yang  digunakan  untuk
elekirolforesis gel agarosa 2 % adalah: hasil PCR,
agarosa, akuabidestilata, bufer TAE 10X (pH
8.4), etidium bromida (BIO-RAD), loading dve
(terdiri dari : zat pewarna bromphenol blue (BPB
(Merck) dan  xvlene cvanol (XC)  (Merck),
petanda ukuran DNA (X174 DNA, cleaved with
Haelll (Roche))

B. Cara Kerja :
1. Isolasi DNA

DNA genom diperoleh dari darah orang sehat
dan  pasien talasemia sebelum  transtusi
menggunakan High Pwe PCR  Templaie
Preparation Kir (Roche).  Sampel darah i
simpan dalam tabung vang berisi EDTA. Isolas
DNA  dilakokan  segera setelah mendapatkan
sampel darah.

leknik isolasi DNA adalah ke dalam tabung
mikro 1,5 mL dmasukkan 200 uL sampel darah
kemudian ditambahkan 200 ul binding buffer
dan 40 plL proteinase K.  Setelah dicampur,
kemudian dilakukan inkubasi selama 10 menit
pada sohu 72'C. Setelah diinkubasi kemudian
ditambahkan 100 upl  isopropanol, dicampur
dengan baik untuk presipitasi DNA.  Lalu
campuran tersebut dipindahkan ke dalam tabung
berfilter (glass-fibers) yang dirangkai dengan
collecting tube [ High Pure Purification Filter ).
Kemudian campuran tersebut disentrifugasi
selama 1 memit pada B000  rpm. Setelah
dilakukan sentrifugasi larutan yang ada di
collecting  tube  dibuang, kemudian  fube
dirangkaikan kembali. Kedalam tabung berfilter
yang berisi DNA tersebut dimasukkan 500 pL
inhibitor  removal  buffer. lalu  disentrifugasi
selama 1 menit pada BO00 rpm. Setelah
disentrifugasi kemudian larutan yvang ada
collecting tube dibuang dan tube dirangkaikan
kembali. Untuk mencuci DNA, ke dalam tabung
berfilter tersebut dimasukkan 500 ul wash buffer
kemudian disentrifugasi selama 1 menit, pada
BO00 rpm.  Setelah itu larutan vyang ada di
collecting tube dibuang. Pencucian pelet DNA
dilakukan 2 kali, Setelah larutan vang ada di
colfecting fube dibuang dilakukan sentrifugasi
kembali selama 10 detik pada 8000 rpm.
Kemudian collecting fube diganti dengan tabung
mikro berukuran 1.5 ml. Ke dalam tabung
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berfilter tersebut ditambahkan 200 ul elution
buffer yang telah dipanaskan 70°C. Kemudian
disentrifugast selama 1 menit pada 8000 rpm,
Larutan yang ada dalam tabung mikro 1.5 mL
tersebut adalah DNA murni.  Larutan DNA
disimpan di dalam ruang -4°C.

1.1.  Penghitungan Jumlah DNA yang
diperoleh

Ke dalam kuvet berukuran 1 mL dimasukkan
1 mL akuabidest. kemudian ditambahkan 1 plL
DMNA yvang akan dihitung ke dalam kuvel tersebut
dan dicampur dengan membalik-balikkan kuvet
5X. Setelah itu serapan DNA dinkur pada
panjang gelombang 260 nm (Aaq). Pada Az =
I,  konsentrasi DNA adalah 50 pg/mlL.
Konsentrasi DNA (pg/mL) dihitung dengan cara

Asgy X 50 pg/mL : pengenceran (1 / 1000),
sedangkan jumlah DNA vyang diisolasi dihitung
dengan cara:

Jumlah DNA vang diisolasi = konsentrasi
DNA X wvol larutan DNA
(Lg)
{pg/ml) (L)

1.2. Penentuan Kemurnian DNA

Ke dalam  kuvet  berukuran 1 mL
dimasukkan 1| ml akuabidest. kemudian
ditambahkan 1 pl. DNA vang akan dihitng ke
dalam kuvet tersebui dan dicampur dengan
membalik-balikkan  kuvet 5X. Setelah  itu
serapan cahava protein dinkur pada  panjang
gelombang 280 nm  (A.)Kemurnian DNA
ditentukan  dengan  indeks  kemurman (1K),
Rumus Indeks kemurnian = Asgy /1 Asgn. DNA
dikatakan murni apabila 1.8 = 1K = 2.00 (Roche
Molecular Biochemicals), Bila nilai 1K < 1.8
artinya  DNA  vyang  dihasilkan  masih
terkontaminasi protein, sedangkan nilai 1K =
2.00 menunjukkan kontaminasi ENA di dalam
larutan DNA hasil isolasi.”™"

2. Amplifikasi DNA Menggunakan Teknik
PCR (Polymerase Chain Reaction)

Pada penelitian ini, untuk amplifikasi DNA
digunakan sepasang primer oligo-nukleotida, P1
(53— GGGCCCAGATGACCCTCTGC - 37
basa 1098-1117) dan P2 (5
GCCGAAGOGTGATGGCGGGTG-3" ¢ basa
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1272-1253).""  Reaksi PCR dilakukan dengan
cara mencampur 2.5 mL bufer PCR 10X, 1 pL
primer P1 dan P2 {masing-masing 20 pmol). 1
uL dNTP mix (dATP, dGTP, dCTP, ddTTP
masing-masing 200 uM), 0.25 pl DNA
polimerase AmpliTag (1.25 U), DNA cetakan 60
pg (DNA genom hasil isolasi) dan kemudian
ditambahkan akuabides steril sampair volume
total 25 pL dalam tabung PCR (tabung mikro
200 pL). Setelah itu campuran tersebut
disentrifugasi 15000 rpm selama beberapa detik
agar homogen. Kemudian tabung PCR tersebut
dimasuklkan ke dalam mesin PCR vang telah
diprogram: 95°C,5menit-(95°C,30detik-
T0°C,30detik-70"C,30  detik)x30 - 4°C stored.
Setelah selesai tabung mikro diangkat dari mesin
PCR. Produk PCR yang diperoleh berukuran
175 pb {(normal).

3. Elektroforesis Gel Agarosa 2%

Pembuatan gel agarosa 2% dilakukan dengan
cara menimbang 0.6 g agarosa.  kemudian
dilarutkan dengan cara dididibkan dalam 30 mlL
TAE 1X. Setelah itu gel dituang ke dalam
cetakan wyang telah dipasang comb. Gel
dibiatkan  selama  korang  lebih  10-13
menit. Kemudian comb diangkat.Setelah 1w ke
dalam electrophoresis tank dituang buffer TAE
x (pH 8.4). Kemudian disiapkan 5 pL. sampel
hasil  PCR dalam  tabung 200 pl.  dan
ditambahkan 2 pl  larutan  loading  dye.
Kemudian campuran tersebut divorteks dan
disentrifugasi selama beberapa  detik hingga
larutan tercampur rata. Kemudian disiapkan pula
2 pL larutan penanda vkuran DNA ( DNA
marier ) dalam  tabung 200 pl kemudian
ditambahkan 2 ul. larutan loading dve dan 3 pl
akuabides stenl. Kemudian campuran tersebut
divorteks dan disentrifugasi selama beberapa
detik hingga larutan tercampur  rata. Setelah itu
sampel hasil PCR yang telah diberi loading dye
tadi dan juga petanda ukuran DNA dipipetkan ke
dalam sumur-sumur kosong gel. Kemudian alat
elektroferesis dihubungkan dengan power supply.
Sumur harus terletak pada kutub negatf alat
tersebut, Elektroforesis dijalankan pada 95 Volt
untuk sekitar 20 menit. Kemudian gel diwarnai
dengan 0,02% etidium bromida selama 2 menit
dan dicuci 2x dengan akuades. Hasilnya
divisualisasikan menggunakan -

Transiluminator dan didokumentasikan

menggunakan toto polaroid.
Hasil dan Pembahasan

Hasil isolasi DNA diperbanyak menggunakan
teknik PCR yang memerlukan waktu + 2 jam.
DNA cetakan yang digunakan dalam proses PCR
ini diperoleh dari hasil isolasi DNA genom dari
darah.

Dengan jumlah DNA hasil isolasi 40 pg, pita
hasil elekiroforesis produk PCR-nya tampak tipis
(lajur 2). Sementara dengan jumlah DNA hasil
isolasi 60 pg atau lebih (lajur 3.4.5), pita hasil
elektroforesis produk PCR-nya sudah cukup
jelas, sehingga untuk  selanjuinya  digunakan
DMA dengan jumlah 60 pg sebagai cetakan,

Untuk  mengetahui  adanya  delesi  gen
penyandi  protein pita 3 vang menyebabkan
ovalositosis digunakan primer yang sama seperti
yang digunakan Jarolim ef al. (1991)"® Primer
ini (P1 dan P2) digunakan untuk memperoleh
produk PCR berupa gen protein pita 3, vang
terletak pada ekson 11, dari basa 1098 sampai
basa ke-1272, sehingga panjang gen vyang
diperoleh 175 pasang basa (ph) (Gambar 1),

Hasil elektroforesis produk PCR
menggunakan  primer  tersebut, pada  pasien
ovalositosis memperlihatkan 2 pita yaitu dengan
ukuran 175 pb dan 148 pb. Adanva pita ke-2
berukuran 148 pb tersebut menunjukkan terdapat
delesi 27 pb.””  Delesi tersebut terjadi pada
ekson 11, basa ke-1197 sampai basa ke-1225,
Akibat delesi 27 pb / hilangnya 9 asam amino
vang menvusun protein pita 3 pada ovalositosis
menyebabkan gangguan keseimbangan struktur
dan  gerak  protein  sitoskeleton  sel  darah
merah karena mobilitas protein pita 3 menurun
dan kekuoatan ikatan antara protein pita 3 dengan
protein  sitoskeleton  meningkat, sehingga
membran menjadi kaku (rigid).

Pada penelitian ini digunakan primer yang
sama dengan yang dipakai untuk identifikasi
ovalositosis, dengan tujuan untuk menganalisis
adanya kelainan gen berupa delesi seperti yang
terjadi  pada  ovalositosis,  vang  mungkin
menyebabkan  rigiditas  membran  disertal
kemampuan deformabilitas membran sel darah
merah. Dari hasil elektroforesis produk PCR
DNA protein pita 3 ditemukan perbedaan pola
pita DNA antara orang normal (sehat) dan pasien
talasemia.
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Gambar 1, Hasil Elektroforesis Gel Agarosa 2%: DNA Marker (Lajur 1), DNA Protein Pita 3 Pasien
Talasemia dengan 1 Pita (175 Pb) Jumlah DNA 40(2), 60(3). 80(4) dan 100 pg(5).

Besarnya molelul (BM) DNA hasil PCR pada
penelitian in1 dihitung dengan cara membuat
kurva standar BM DNA di mana sumbu X adalah
Jarak tempuh setiap DNA petanda dan sumur gel
dan sumbu Y adalah besarnya BM setiap DNA
petanda (Gambar 2). Kurva standar tersebut
linear dengan r = - (.9799 dan persamaan garis Y
= - 5923597 X + 16484120, Berdasarkan
persamaan garis tersebut besarnya molekul DNA
hasil PCR ditentukan.

Dari hasil elektroforesis produk PCR DNA
pasien talasemia terdapat 2 pita dengan besar
molekul yang berbeda.  Dengan penghitungan
berdasarkan persamaan garis di atas diketahui
besar molekul dari masing-masing DNA produk
PCR tersebut. Pita DMNA bagian atas {pertama)
berukuran 175 £ 25 pb dan pita DNA bagian
bawah (kedua) berukuran 110£15 ph. Sementara
hasil elektroforesis produk PCR DNA normal
(orang sehat) hanva terdapat | pita (pita bagian
atas saja) vang berukuran 175 £ 25 pb (Gambar
3).

Walaupun hasil elektroforesis produk PCR
DNA pasien talasemia dan ovalositosis sama-
sama memperlihatkan 2 pita DNA, namun besar
molekul pita bagian bawahnya (kedua) berbeda.
Pita bagian bawah (kedua) hasil elekiroforesis
produk PCR DNA pasien talasemia mempunyai
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besar maolekul 110£15 pb, sementara pada
ovalositosis  pita  bagian bawahnyva memiliki
besar molekul 148 pb, Berbeda dengan pasien
ovalositosis  vang  mengalami  delesi  gen
protein pita 3 sebesar 27 pb, pada pasien
talasemia yang diamati terjadi delesi gen vang
lebih besar yaitu 65 + 10 pb,

Letak delesi gen protein pita 3 pada pasien
talasemia tesebut belum dapat diketahud, karena
berdasarkan sekuensing wang telah dilakukan
terhadap pita bagian bawah hasil elektroforesis
produk PCR DNA protein pita 3 pada penelitian
ini, urilan nukleotida pita DNA bagian bawah
tersebut tidak dapat terbaca.  Hal ini dikarenakan
jumlah nukleotida vang menyusun pita DNA
bagian  bawah  tersebut  terlalu  sedikit/kecil.
Sekuensing terhadap pita bagian bawah hasil
elektroforesis  produk  PCR DNA - pasien
talasemia dilakukan di lembaga FEijkman
menggunakan  dwtomatic  Seguensing  dengan
prinsip metode Sanger, wvaitu cara pengurulan
nukleotida dengan melibatkan sintesis enzimatis
untai DNA kedua vang komplementer terhadap
cetakannya vang diakhiri secara selektif’ pada
tempat spesifik.'”

Adanya kelaman gen penyandi protem pita 3
pada pasien talasemia ini dapat menyebabkan
kerusakan membran sel darah merah vang terjadi
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semakin sulit diperbaiki atau dikurangi hanya
dengan cara pemberian antioksidan. Dengan
pemberian  antioksidan, otooksidasi terhadap
membran  sel  darah  merah  dapat dikurangi
sehingga dapat memperbesar interval pemberian
transfusi darah, tetapi hanya dengan pemberian
antioksidan  saja  tidak dapat  memperbaiki
kerusakan protein pita 3 akibat adanya kelainan
gen protein pita 3, Tindakan penyembuhan yang
paling efektif adalah melalui transplantasi
sumsum tulang di mana akan diperoleh sel darah
merah normal yang baru, Terapi gen juga dapat
dilakukan, dengan memperhatikan adanya 2 gen
yvang perlu diperbaiki vaitu gen globin dan gen
protein pita 3.

Kesimpulan dan Saran

Telah berhasil diidentifikasi adanya kelainan
gen protein pita 3 pada penderita talasemia [
dengan ditemukannya produk PCE berukuran
110 £ 15 pb, berupa delesi gen sebesar 65 + 10
pb. Kelainan genetik protein pita 3 pada pasien
talasemia ini tidak sama dengan kelainan genetik
vang  ditemukan  pada  ovalositosis,  Perlu
dilakukan strategi sekuensing yang lebih baik
agar dapat diketahui posisi delesi gen penvandi
protein pila 3 pada pasien talasemia,
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Gambar 2. Grafik kurva standar BM DNA petanda: sumbu Y = besamya BM setiap DNA
petanda dan sumbu X = jarak tempubh setiap DNA petanda dari sumur gel.
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