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ABSTRACT

Sunarto — Analysis of haplotype associated with mutation in B—thalassemia.

B-thalassemia is mainly caused by point mutation of B-gene. There are more than 130 mutations, while only
a litlle more than 20 haplotypes in B-gene. Many types of mutation are assosiated with one haplotype. On
the other hand, one type of mutation may be associated with more than one chromosome haplotypes. The
association of mutation and haplotype raises many questions. An analysis of haplotype has proved to be
very useful to discover many aspects of thalassemia. The occurrence of certain mutation in a population
might be predicted from the common haplotype of the population. Haplotype has been used to answer the
question whether a certain mutation has multiple or single origin; for example the multiple origin of BE-gene
in Cambodian population and the single origin of codon 39(CAG —TAG) are associated with nine different
haplotypes in Sardinia. It is suggested that haplotype probably influences the manifestation of thalassemia

resulting in thalassemia intermedia.
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PENGANTAR

Thalassemia disebabkan oleh kelainan pada
gena yang menyandi sintesis globin. Dasar
molekular dari thalassemia-8 yang terutama
disebabkan oleh mutasi noktah, telah banyak
diketahui demikian pula haplotip dari cluster gena
€-B. Berbagai populasi mempunyai pola variasi
mutan pada gena-8, baik mengenai jenis mutan
maupun frekuensi masing-masing mutan. Pada
populasi Cina paling sedikit terdapat 15 macam
alel-8, India Asia 10 macam, kulit hitam 13 dan
Mediterania 31. Pola haplotip dari cluster gena
€-8 juga menunjukkan variasi pada berbagai
populasi. Pada tiap kelompok etnik ada sekitar 10
jenis haplotip pada cluster gena -8 normal, dan

- kebanyakan dari jenis haplotip umum itu terdapat

pula pada kromosom thalassemia € 8.

Sunarto, Departmant of Child Health, Faculty of Medicine, Gadjah
Mada University, Yogyakarta.

Macam mutan yang telah ditemukan pada
thalassemia-B8 lebih dari 130_2, sedangkan macam

“kerangka haplotip hanya sekitar 20. Beberapa

mutan dapat terkait dengan satu haplotip tertentu,
tetapi dapat pula mutan tertentu terkait dengan
beberapa haplotip. Antara kerangka haplotip yang
sering terdapat pada populasi tertentu tidak selalu
berbanding langsung dengan mutan yang sering
ditemukan pada populasi tersebut. Pada populasi
Sardinia frekuensi haplotip -++-+ ++ hanyalah
6% saja dari haplotip yang ada, tetapi 64% dari
thalassemia-B di sana terkait dengan haplotip
tersebut; di lain pihak haplotip +---- ++
merupakan 32% dari haplotip gN, tetapi hanya
22% dari penderita thalassemia di sana mempu-
nyai haplotip ini°. Berbeda dengan di Sardinia,
pada populasi Sicilia haplotip -++-+ ++ mer-
pakan haplotip dari 21% 8" dan 30% BTPa 4,
Pada populasi India Asia haplotip +---- -+ ter-

 dapat pada 18.2% 8" dan 64% 81", sedangkan
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pada populasi Cina angka tersebut adalah 31% gN
dan 34,4% Eshal Seballknya +---—++ merupakan
haplotip dari 8N dan 8™ berturut-turut 30,3%
dan 7%, sedangkan pada populasi Cina Hong-
kongs persentase tersebut berturut-turut 27% dan
47%" .

Fakta tersebut di atas menimbulkan pertanya-
an apakah antara terjadinya mutasi ada kaitan
dengan haplotip, apakah setiap jenis mutan mem-

punyai asal-usul tunggal ataukah sebaliknya

mempunyai asal usul multipel dan tak ada kaitan
dengan haplotip, apakah mutan dan haplotip
mempunyai peran terhiadap timbulnya manifestasi
thalassemia dan sebagainya.

Dalam makalah ini akan dibahas analisis
haplotip cluster gena -8 dalam kaitan dengan

mutasi-B dan pengaruhnya terhadap manifestasi -

thalassemia..
~ PEMBAHASAN
Haplotip gena-8

DNA antar gena maupun pada IVS (inter-
vening sequence) dapat memperlihatkan variasi

" urutan nukleotid dari satu individu ke individu

lain tanpa menyebabkan kelainan fenotip dari
gena yang bersangkutan. Diperkirakan satu di
antara 200 sampai 400 nukleotid DNA ekstra-
genik pada dua individu menunjukkan perbedaan.
Variabilitas urutan nukleotid menyebabkan varia-
bilitas sisi restriksi (restriction site) dari endo-
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nuklease restriktif dalam arti ada atau tidaknya
sisi restriksi untuk endonuklease tertentu. Pola
yang menunjukkan ada tidaknya sisi restriksi
pada kromosom atau segmen kromosom tadi
adalah khas untuk berbagai populasi, sehingga
merupakan petanda (marker) atau sidik jari dari
genom individu dalam populasi. Petanda sema-
cam ini dinamakan haplotip (haplotype) kro-
mosom®, Dengan adanya variabilitas itu maka
ukuran fragmen DNA antar individu yang
dihasilkan oleh endonuklease restriktif berbeda
pula (restriction fragment length polymorphism =
RFLP). Polimorfisme yang dihasilkan oleh
berbagai endonuklease restriktif merupakan dasar
penentuan haplotipkromoson. Pada orientasi
haplotip cluster gena-f§ digunakan endonuklease
restriktif. Hinc II dan Hind III yang mempunyai
sisi kerja pada DNA 5’ (sebelah hulu) dari gena-8
(blok 5°); Avall pada mtron 2 gena-f dan BamHI
hilir dari gena-8 (blok 3’ )

Meskipun terdapat banyak kombinasi dari po-
limorfisme sisi kerja endonuklease restriktif pada
cluster gena-B, tetapi yang umum terdapat adalah
haplotip 5’ +----, -+-++, -++-+ pada berbagal
populasi dan ----+ pada populasi Afrika
Haplotip 5’ tersebut terangkai secara non random
dengan blok-3' ++ (kerangka 1), +- (kerangka 2)
atau -+ (kerangka 3 Asia). Asosiasi secara non
random tadi memberi petunjuk adanya suatu titik
panas (hot spot) untuk terjadinya rekombinasi .
atau crossing-over yang terletak di antara w8 dan

(GAMBAR D).
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GAMBAR 1. -Bagan cluster gena € -8: ay Lokus polimorfik yang digunakan untuk menentukan haplotip. b) Dua haplotip gena-8
yang sering terdapat di Asia. + menunjukkan enzim memotong pada sisi itu, — menunjukkan bahwa enzim tidak

memotong sisi itu'.
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Mutasi pada gena-B

Mutasi pada gena-8 dapat terjadi pada
berbagai titik mulai dari sisi promotor (promoter
site) sampai hilir dari sisi poliadenilasi (polyade-
nilation site) 1 pada beberapa populasi macam
mutan yang sering ditemukan hanya sedikit,
misalnya pada populasi Melanesia 87% dari jenis
mutan adalah IVS Int5(G—C), pada Sardinia 95%
adalah mutan nonsens kodon 39(CAG—TAQG),
pada Cypriot 80% adalah 1VSInt110>8. Pada
populasi lain terdapat jenis mutan umum yang
sangat beragam, misalnya di India, Cina dan Asia
Tenggara terdapat lebih dari 5 jenis mutan umum,
Mutasi 1VS2nt654(C—T) yang banyak terdapat
di Cina dan Asia Tenggara tidak ditemukan pada
populasi India'®. Sebaliknya delesi -619bp yang
banyak terdapat pada populasi India tidak umum
pada Cina. Pada Yahudi Kurdis ditemukan
banyak mutasi pada -29 (kotak TATA) yang
menimbulkan talasemia ringan.

Analisis haplotip dan mutasi-f

Haplotip bermanfaat untuk menerangkan
asal-usul suatu mutan apakah berasal multipel
(multi{)le origin) ataukah tunggal. Pada TABEL
(B1LI2.13 dapat dilihat keterkaitan mutan tertentu
dengan haplotip yang sering dijumpai pada berba-
gai populasi. _ :

Seringnya suatu mutan terkait dengan haplotip
tertentu menimbulkan dugaan bahwa mutasi
terjadi satu kali dan kemudian mutan itu menye-
bar bersama migrasi penduduk. Di Melanesia
misalnya, IVSIntS(G—C) merupakan 87% dari
jenis mutan di sana dan berkaitan dengan haplotip
4o 14 Haplotip +---- ++ merupakan haplotip
umum ras Melayu. Kalau keterkaitan itu konsis-
ten, maka dapat diramalkan bahwa IVSInt5
(G—C) akan sering ditemukan pada populasi
dengan latar belakang etnik Malayo-Polinesia
seperli Malaysia, Indonesia dan Filipinag. Ter-
bukti memang IVSIntS(G—C) merupakan jenis

TABEL 1. — Kaitan mutan-8 dengan haplotip pada berbagai etnik

Mutasi Kerangka haplotip®
talasemia-B Thai China Burma Malaysia India Melanesia Indonesia
Kodon 41/42 R — +oeen -+ [ m—_— +o-em ++ +oem ++ +---- ++b
+omee ++ Em—— L — Foeee - Foeee + tak ada
Kodon 17 R —_ R +---- + belum tahu tak ada tak ada tak ada
1VS2 nt654 +--—- 4+ +----++ +---- 44 +omm +- tak ada tak ada +--m- 4
onen -t
ATA nt-28 -t+4-- -+ -4+ -+ +-mm -4 tak ada tak ada tak ada tak ada
+o o+
IVS1 ntS sedikit sedikit +---- -+ +---- -+ +omem -4 +--m- +--- -4
-4+ -+ +o-- ++ ++-+ -+ +o-m +4
-++-+ -+ b
IVS1 ntl sedikit tak ada +o- +4 +---- 4+ --++ +4+ tak ada +--- 4
+-++ ++
+-++ +-
Delesi 619bp tak ada tak ada tak ada tak ada D R—_ tak ada belumn tahu
Kodon 8/9 tak ada tak ada tak ada tak ada R tak ada belumn tahu
+-++ ++ :
+4-+ ++
Kodon 19 sedikit tak ada tak ada “Ht+-t +- tak ada tak ada belum tahu
Catatan: a Hanya haplotip yang predominan dicantumkan. Haplotip DNA dan kerangka sesuai dengan Antonaraksis®:

HincIVe, HindI11/°t, HindIIV/A*, HindIIT/uB, Avall/B, dan BamHI/2" B.

b Kerangka haplotip sedikit dijuinpai
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s’ € Y B 3
40D S’ C o S S e e
t bt ¢t tit t JUMLAH
1 2 3 4 5 678 9 KROMNSOM
(o) - + - + + +++ - 1]
(b} + - - - - +++ - 6
(c) - + - + + +-- + 6
TOTAL 23

GAMBAR?2. - Haplotip BE pada populasi Kamboja (20) 1, 4 dan S sisi kerja Hincll; 2 dan 3 sisi kerja HindIII;6, 7, 8 dan 9
berturut-turut sisi kerja Hinfl, HgiAL Avall dan BamHI

mutan terbanyak di Indonesia dan Ma-
laysia 2D,

Berlawanan dengan di atas, keterkaitan suatu
mutan dengan beberapa haplotip menimbulkan
pertanyaan apakah asal-usul mutan itu multipel.

Di Subbenua India IVS Int5(G->C) memgakan
kira-kira 38% dari jenis mutan di sana'’ dan
terkait dengan haplotip -++-+ -+, berbeda dengan
haplotip di Melanesia. Demikian pula halnya
dengan IVSInt5(G—C) dan kodon 41/42
(-CTTT), pada populasi India mutan tersebut
terkait del%gan haplotip yang berbeda dengan pada
Cina®>!161718 Terdapatnya suatu mutan pada dua
atau lebih haplotip, seperti kodon 17(A-—T) pada
-+-++ -+ dan -+-+- -+ pada populasi Thailand'”
atau kodon 41/42(-CTTT) pada haplotip ----- -+,
----+ ++ pada populasi Cina serta Thai dan
dengan ----+ +- serta +-+++ +- pada populasi
India Asia dipandang oleh para ahli mempunyai 3
kemungkinan: i) mutan tersebut mempunyai asal
usul multipel; ii) mula-mula terjadi mutasi pada
satu haplotip umum, kemudian terjadi rekom-
binasi dengan haplotip lain; iii) terjadi melalui
konversi gena.

Berdasarkan keterkaitan HbE dengan haplotip
(a), (b) dan (c) pada populasi Kamboja (GAM-
BAR 2), Antonarakis et al.2% membuat analisis
dengan perhitungan matematik untuk membuk-
tikan bahwa asal-usul mutan 26(GAG—AAG)
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atau HbE adalah multipel. Adanya gE yang terkait
dengan blok 3’1(:framework) yang sama (+-), yaitu
(@) -+-++++B7+- dan (b)+----++B"+- dapat
diterangkan dengan peristiwa mutasi pada b) yang
terjadi lebih dulu (haplotip +---- lebih predominan
daripada -+-++) kemudian diikuti rekombinasi
atau crossing over, menghasilkan haplotip a);
tetapi adanya gE pada dua framework, yaitu ++
dan +- lebih mendukung asal-usul yang multipel
dari alel itu. Jika mutasi terjadi hanya satu kali
saja, maka diperlukan dua peristiwa rekombinasi
untuk menghasilkan salah satu kerangka tersebut
dari yang lain.

Laju rata-rata rekombinasi dari tiap pasangan
basa diperkirakan 1x10°8 per generasi atau
4x1071° per tahun, Perkiraan probabilitas dari re-
kombinasi dalam segmen sepanjang 70 nukleotid
(antara sisi restriksi HgiAl di kodon 2 dan kodon
26 = $1) adalah 70x4x107 (r1) dan dalam seg-
men 382 nukleotid (antara kodon 26 dan sisi
restriksi  Avall di IVS2 S2) adalah
382x4x10'%ry). Jika diumpamakan mutan B
yang pertama terjadi n tahun yang lalu, maka
probabilitas dari crossing-over ganda sebagai
suatu peristiwa tunggal untuk menempatkan
mutan B~ kedalam framework 2 atau framework 3
Asian adalah kira-kira nriry atau 4,2 % 10 .
Kemungkinan lain adalah rekombinasi terjadi
melalui 2 tahap: pertama dalam satu segmen dulu




Sunarto 1995 Analisis haplotip dikaitkan dengan mutasi pada talasemiaf

(Si atau S2) dan kemudian pada lainnya (S atau
S1). Dalam hal ini, probabilitas teoretis untuk
menghasilkan 2 alel globin-8%, jika mutan BE
yang pertama terjadi n tahun yang lalu, adalah
n’rir2. Probabilitas mutasi kedua pada nukleotid
sembarang, jika yang pertama terjadi n tahun
yang lalu, diperkirakan nu (i = laju mutasi). Laju
mutasi pada pasangan basa pertama dari suatu
kodon diperkirakan setidak-tidaknya 0,7 X 10°

mutasi/pasangan basa/tahun. Dengan demlknan
maka probabilitas mutasi menjadi globin- -gE yang
kedua dibanding probabilitas peristiwa tunggal
yang menghasilkan crossmg over ganda adalah
ny/nrir2 = 0,7x 107 /4 2% 10! . Nilai ini
adalah probabilitas maksimum yang menyokong
hipotesis mutasi kedua pada kodon 26. Proba-
bilitas dari mutasi kedua dibanding dengan dua
peristiwa crossing-over tunggal yang terpisah
adalah np./n2r1r2 = 163000/. Karena mutan
globin—BE hampir selalu terbatas pada ras
Mongoloid, dan Mongoloid
Kaukasoid sekltar 55000 tahun yang lalu, maka

mutasi menjadi gE pertama terjadi tidak lebih dari’

55000 tahun yang lalu. Karena itu probabllltas
minimum yang menyokong mutasi kedua ke BE
adalah 163000/55000 = 3. Jadi, rentang proba-
bilitas yang menyokong mutasi kedua (asal-usul
multipel) yang menghasilkan B~ mempunyai nilai
minimum 3 dan maksimum 1

Bukti lebih lanjut menentang kemungkinan
rekombinasi sebagai mekanisme BE berasosiasi
dengan berbagai haplotip dan framework. Per-
tama, pada 23 kromosom-8~ yang pemah diteliti

terpisah  dari

tidak pernah ada ketidakselarasan (discordance)
dari polimorfisme HgAI dan Avall. Kedua
framework 3 Asian yang mengandung mutan B
ditemukan hanya di Kamboja dan tidak pada
populasi Asia Tenggara lain yang banyak me-
miliki 8~. Hal ini memberi petunjuk bahwa mutan
itu mempunyai asal-usul multipel. Antonarakis et
al. % berpendagat bahwa mutasi yang meng-
hasilkan gena-B~ terjadi lebih baru dibanding
mutasi yang ' menghasilkan sisi restriksi yang
sangat polimorfik.

Di Sardinia mutan 39(CA—TAG) terkait.
dengan 9 macam haplotip kromosom (TABEL 2).
Pirastu et al? berpendapat bahwa mutan 39 pada
populasi. Sardinia kurang mungkin disebabkan
oleh seringnya terjadi mutasi pada gena-B.
Kecuali pada kromosom 1’ dan 2" semua haplotip
mempunyai blok 3’ yang sama, yaitu +++++
(TABEL.2). Kombinasi blok 3" itu dengan blok

5" dapat diterangkan dengan rekombinasi yang

terjadi pada titik panas diantara y8 dan 8. Karena
haplotip 1 (-++-- +++++) adalah yang paling
umum terdapat pada B>°, maka mungkin mutasi
yang asli terjadi pada kromosom induk yang
mempunyai haplotip ini. Timbulnya sisi restriksi
Rsa I mungkin disebabkan oleh peristiwa rekom-
binasi antara sisi Rsa I dan Bam HI. Tidak adanya
sisi restriktif HgiAI dan Ava II pada kromosom
2" mungkin disebabkan oleh mutasi atau oleh
mekanisme lain yang mentransfer suatu konversi
gena mutan 39(CAG—>TAG) kedalam kromosom
yang tidak mempunyai sisi HgiAl dan Avall.
Karena haplotip itu umum terdapat pada populasi

TABEL 2. - Haplotip dari mutasi nonsens g* pada etnik Sardinia (3)

Haplotip Hincll  HindIIl Hinell HgiATl  Avall  Hpal Hindlll  BamHI = Rsal
5e : i . b 3 3 3 3

Sy Ay yb 3 yp B B B B B
1 - + + - - + + + + + -

1" - + + - - + + + + + ©[+]

2 + - - - - + + + + + -
2 + - [T]T - - + + + + + -
2 + - - - - [-] [-) + + + -~
3 - + - - + + + + ot + -
4 - + - + + + + + + -
5 - + + - - + + + + + -
5 - [3}']t + + - - + + + + + ~

- 8% terletak di antara sisi HgiAl dan AVAI
Tanda ’ atau " menunjukkan subtip pada tiap haplotip
[ J menunjukkan perbedaan antar subtip
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Sardinia non thalassemia dan peristiwa-peristiwa
konversi gena pada gena globin manusia pemah
ditemukan, mungkin sekali peristiwa semacam
itulah yang menyebabkan haplotip 2".

Keadaan yang sesuai dengan penjelasan diatas
adalah keterkaitan IVS1nt5(G->C) dengan haplo-
tip +---- -+, -—+-++ -+ atau -++-+ -+ pada populasi
Burma (TABEL 1). Karena haplotip +-----+ me-
rupakan haplotip umum pada populasi tersebut,
maka mungkin pertama-tama mutasi terjadi pada
haplotip tersebut baru kemudian terjadi rekom-
binasi dengan haplotip 5° -+-++ dan -++-+.

Haplotip diduga juga mempunyai pengaruh
terhadap manifestasi thalassemia. Mutasi -29
(A—G) yang umum terdapat pada thalassemia-8*
ras kulit hitam yang tidak tergantung transfusi,
menyebabkan sintesis globin-8 turun hingga
tinggal kira-kira 25%°. Di lain pihak, mutan yang
sama pada seorang Cina menimbulkan thalasse-
mia. yang tergantung transfusiZ.. Diduga sub-
haplotip 5° +-++ pada sisi HindIII di Gy dan Ay
dan sisi Hincll pada yB dan 3’ dari y mem-
punyai pengaruh sehingga pada talasemia ras
kulit hitam manifestasi yang timbul ringanl'm.
Mutasi kodon nonsens 39(CAG—TAG) menim-
bulkan manifestasi thalassemia-8°, tetapi mutan
tersebut pada satu populasi di Itali berakibat
manifestasi ringan dan ini berkaitan dengan
haplotip globin-8 5° -+-++. Heterozigot ganda
mutan posisi -87 dengan kodon nonsens 39 pada
peiderita Sardinia dengan subhaplotip -+-++
dzfpat menimbulkan thalassemia ringan tanpa
perlu transfusi, perlu transfusi kadang—kag’ang
atau perlu transfusi rutin pada umur lebih tua™.

KESIMPULAN

Populasi tertentu mempunyai pola haplotip
tertentu, demikian pula dengan pola mutasi-B.
Hubungan antara haplotip dan mutasi-8 masih
mengandung banyak pertanyaan untuk diteliti.
Analisis haplotip dapat menerangkan asal-usul
suatu mutan apakah single ataukah multiple
origin. Haplotip tertentu diduga juga mempunyai
pengaruh terhadap fenotip. '
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