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ABSTRAK
Kelainan CBIL atau Celah Langit-tangit Non Sindromik (CLNS)

dapat merupakan salah satu sindrom dari suatu kelainan lain yang
menyertai atau dapat juga merupakan suatu kelainan tanpa disertai
kelainan lain yang disebut CBIL nonsindromik (CBIL NS) atau Celan
Langit-langit l'.ion sindromik (CLNS). Dari kasus cB/L dengan atau tanpa
celah Langit-l angit 7 00,6 merupakan kelainan nons ind romik. i nsidensr
kelahiran bayi dengan kelainan cLNs di Indonesia belum dapat
dipastikan, surveinya selalu disertakan bersama dengan celatr bibir
dan fangit-langit, diperkirakan sebesar 1",T per 1.ooo kelahiran hidup.
Terjadinya OLNS iniseb4aimana cB/L NS, dapatdisebabkan oteh faktor
genetik dan non genetik sebagai penyebab multifaKoriat. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mendeteksi dan rnenganalisis polimorfisme
genetik regio intron 5 gen TGF fi sebagai faktor risiko pada
perkembangan CLNS pada ras Deuteromelayu populasi Indonesia.
Penelitian ini merupakan penelitian kasus kontrol dengan sampel yang
terdiri dari 51 orang subjek terdiri dari 22 penderita CLNS dan 29 orang
subjek kontrol/normal.Teknik pemeriksaan yang digunak an adalah Dlrect
sequencingdengan Metode sanger (sistem ABI). Hasil pcR dralignment
dengan menggunakan software Bioedit Analisis statistik menggunakan
uji +2, dan dilakukan pengukuran odd rasio (oR)-nya untuk menentukan
faKor risiko terjadinya GLNS populasi Deuteromelayu. Hasil penelitian
menunjukkan bahwafrekuensialel mutan G pada pendertta CLNS adalah
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sebanyak 45,5%, sedangkan subjek normar 5 4,50/o. perroecr aan ini tidakbermakna (+?=0,205i p > O,05). $impulan penelitian, variasi glenetik
pada regio intron 5 gen TGF 63 bukan merupakan faktor risiko yangberperan pada terjaciinya OLNS pada ras oeuteromerayu popurasi
Indonesia.

Kata kunci: celah iangit_langit nonsindromik, regio intron i gen TGFdd polimorfisme DNA, ras Deuteromelavu.

PENDAHULUAN

Secara urnum, kelainan kraniofasial yang paling sering terjadi
adaf ah cerah bibir dengan atau tanpa cerah rangit-rangit ( ce..J.i.tuinun
CB/L atau Cetah Langit_tangit Non Sindromik tCf_f.f SJ Oupuirnurup"t ansalah satu sindrom dari suatu kelainan rain yang menyertai atau dapatjuga merupakan suatu kerainan tanpa disertai kerainan-rain vang disenutcBlL nonsinoromik (cBlL NS) atau cerah Langit-rangit Non sindromik(CLNS). Dari kasus CBIL dengan atau tanpa Celah Langi.angit 70%merupakan kelainan nonsindromik.l

Insidensi kerahiran bayi dengan kerainan .LNS di rndonesiabelum dapat dipastikan, surveinya seraru disertakan bersama dengan
Cef ah bibir dan langit_langit, diperkirakan sebes ar L,7 per 1.OOOkerahiran hidup.2 sebagai perbandingan insidensi cBlL NS di Asia(orientar) berkisar 2 per 1-ooo kerahiran, popurasi Indian Amerika 3,6per 1.OOO ketahiran dan populasi kutit hitam sebesar O,25 per 1.OOOkerahiran' pada popurasi Kaukasia di United Kingdorn sebesar 1 per700 kerahiran sedangkan diAmerika terdapat l per 1.ooo kerahiran.3
Untuk .LNS menurut peneritian Miran et at., secara umum insidensinya
adalah 6,5 dari 10.OOO ribu kelahiran hidup kelahiran.4,s

Kelainan CLNS mempunyai beberapa macam klasifikasiyang
membaginya daram beberapa keras. Umumnya krasifikasi ditetaikan
be rdasarkan em brior ogi p_em bentukan terjad inya cL.6 Te 11 ad invu ilr.rsini sebagaimana cB/L NS dapat disebabkan oreh murtifaktorial, yangterdiri dari faktorgenetik dan non genetik. FaKor non genetik biasanya
d i hr-ibungkan dengan faktor I ingkungan seperti penggunaan .bat-obatansaat hamil, faktor nutrisi, trauma dan paparan pestisida. Sedangkanfaktor genetik merupakan faktor yang berperan cukup penting yang
dihubungkan dengan CLNS.7-11

Gen dominan yang berperan dalam patogenesis CLNS belumdiketahui, bisa terjadi karena keterribatan beberapa gen secarabersamaan atau interaksi antar gen. sarah satu gen yang tertioat paoa

1g{ pROStDtNGBAI{DUNGDEr,fTtSTRya

patogenesis cLNS adalah gen TGFA3, yang sudah dibuktikan terdapat
asosiasi dengan kelainan CLNS pada populasi Korea.8,12,13

Demikian juga penelitian yang dilakukan pada populasi Jepang,
pada 2o keluarga cBlL NS dengan menggunakan penanda polimorfik
gen TGF a3, hasilnya terdapat kontribusi Gen tersebut dengarr
perkembangan celah bibir dan langit-langit.12 pada penelitian terdahulu,
terbukti bahwa lokasi mutasi gen TGF63 terdapat pada regio intron 5
posisi A104G, sedangkan pada regio ekson tidak ditemukan adanva
mutasi.12

Penelitian keterribatan gen TGF63pada kerainan CLNS popurasi
Deuteromelayu yang merupakan kelompok ras yang terbanyak di
Indonesia, belum ada yang melaporkan. Sehingga kami tertarik untux
mefakukan penelitian peran gen TGF63regio A1o4G pada penderita
CLNS populasi Deuteromelayu.

METODE PENELITIAN
Subjek pada penelitian ini adalah penderita CLNS yang datang

ke Poliklinik Bedah Mulut Dan Maksilofasial RSHS Bandung, sedangkan
subjek kontrol diambil orang sehat yang tidak mempunyai riwayat atau
keluarga yang menderita CLNS dan mau ikut berpartisipasi dalanr
penelitian ini. Pada kedua kelompok suljek penelitian dilakukan
anamnesis tentang riwayat keluarga dan suku bangsa, dipilih semua
dari suku bangsa Deuteromelayu.

Limapuluh sampel darah diambil dari darah vena kubiti
penderita CLNS dan kontrol. Sampel tersebut didapat dari 42 (92,3%)
orang bersuku Sunda, 3 (5,8 %) orang bersuku Jawa, 3 (5,g%) orarrg
bersuku Bugis, dan 3 (5,8 "/") orang bersuku Gorontalo. Subjek kasus
sebanyak 22orang, dan kontrol sebanyak 29 orang,

Metode Penelitian dan Cara Diteksi polimorfisme lntron 5
gen TGF 63

Penelitian ini merupakan penelitian Epidemiologi Molexuler
dengan metode kasus kontrol. Darah disimpan didalam tabung EDTA,
dan DNA diekstraksi dari lekosit dengan nrelisiskan dengan SDS,
diekstraksi dengan amonium asetat dan dipresipitasi dengan etanor.
Pemeriksaan polimorfisme dilakukan dengan metocie pcR yang diikuti
dengan sequensing dengan menggunakan primer sense
5'TGTCACTTTC CTTCCCTTCTTC.3' oan antise nse
5 TTCTTCCTGGAGATGTTTGTGA-3' 2. campuran reaksi pcR terd i ri dari 1oo
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ng DNA sebagai tenrplat, 4O pmol untuk rnasingmasing prirrrer, 1_,5
mM MgCl2, 2oo M dNTp dan 1 U Taq polimerase. setelah denaturasi
awal selama 5 menit pada suhu 95oc, kemudian dilakukan reaksi dalam
3O siklus temperatur terdiri dari 1 menit denaturasi pada 95oC, 1
menir annearling temperatur 570c, dan 1 menit eketensi temperatur
72oc. Produk PCR sebesar 326 pasangan basa. produk pcR kemuoran
dilakukan sequensing dengan menggunakan metoda Sanger. Hasil
sequensing dianarisis keberadaan mutasi dengan menggunakan
software BioEdit, dengan menggunakan referensi sequen oari nank
DNA.

Analisis Statistik
Anarisis beda frekuensi arer atau genotip TGF63padapenderita

dan kontrol c.ligunakan uji +2 Dan untuk menentukan faktor risiko,
d i tentukan oddrasionya dari tabel kontingens i.

Tempat Penelitian
Tempat penelitian dirakukan Laboratorium Unit penelitian

Kesehatan UNPAD.

HASIL PENEI,ITIAN
Karni menentukan frekuensi arer 1o4A dan arel 1o4G, serta

frekuensi genotip AA, AG, dan GG pada kelompok penderita CLNS dan
kelornpok kontror (Taber 1). Arer G pada penderita cL adalah sebanyal<
45,5%, sedikit lebih kecil dari pasien normal yaitu sebanyak54,5%.
Perbedaan ini tidak bermakna (+2=o,205; p > o,o5). Dirihat dari nirai
odd rasio, subjek yang memiriki arer G berpeluang mengarami kejadian
CL sebesar 1,3O1 kali dibandingkan dengan subjek tanpa alel G atau
subjek dengan arer G rebih memungkinkan untuk mengarami cL
dibandingkan dengan subjek tanpa alel G. Tetapi penetitian ini
mengindikasikan bahwa terdapat perberlaan yang bermakna pada
penelitlan yang dilakukan pada populasi Korea, yang menunjukkan
frekwensi aler G merupakan faktoryang menjadi penyeoao GLNS iengan
nilan Odds ratio (OR1=15, 92, gS % co nfide nce i nte ruat (Cl)=6, g41,O.rz

Subjek yang memiliki atel A pada penderita CLNS adatah
sec'anyak 47,90/o, sedikit rebih kecir dari pasien normar yaitu sebanyak
58,I%. Perbedaan ini tidak bermakna (+2=O/rB2i p > O,O5). Dilihat
dari nilai odd rasio, subjek yang memiliki alel A berpeluang mengalami
kejadian CL sebesar O,72A kati dibandingkan dengan 

"uOj"t1unpualel A atau subjek dengan arer A rebih mungkin untuktidak mengarami
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cL dibandingkan dengan subjek tanpa alel A. Hasil ini dapat dipahami

oleh karena alel A merupakan alel yang normal'

PadaTabel2,diperlihatkanbahwasubjekyangmemiiikigenotip
GG pada penderita CL adalah sebanyak 5O7o, sdmd banyaknya dengan

pasien normal yaitu sebanyak 5o%. Perlcedaan ini sangattidak bermakna

(+2=0,182; p > O,O5). Dilihat dari nilai odd rasio, peluang subjek yang

memiliki genotip GG berpeluang mengalami kejadian cL sebesar 1,389

}<alidibandingkandengansubjektanpagenotipGG,artinyasubjek
dengan genotip GG lebih mungkin untuk mengalami cL dibandingkan

dengan subjek tanpa genotip GG.

Genotip GG merupakan bentuk homosigot mutan, dari hasil

oenelitian ini secara statistik tidak bermakna antara penderita dan

kontro|,apabiladibandingkandenganpene|itiansebe|umnyamaka
didapatkan perbedaan yang Sangat bermakna dengan nilai oR=110,2,

95 % Cf= 10,67-2783,29 pada genotip mutan GG'12

_.-tGenolp I

GGI

325 pb

Gambar 1. A. Gambaran elektroforesis produk PCR sebesar

326 pb. Gambar 1.8. Hasil sequensing genotip GG, AA,

dan GA

Subjek yang memiliki genotip GA pada penderita CL adalah

sebanyak 44%, sedikit lebih kecil dari pasien normal, yaitu sebanyak

56%. Perbedaan ini tidak bermakna (+2=0,015; p > 0,O5)' Dilihat dari

nilai odd rasio, peluang subjek yang memiliki genotip GA berpeluang

mengalami kejadian cL sebesar 1,071 kali dibandingkan dengan subjek
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tanpa genotip GA, artinya subjek deqgan genotip GA rebih mungkin untuk
mengalami CL dibandingkan dengan subjek tanpa genotip GA.

Dari hasil penetitian ini menunjukkan bahwa genotip heterosigot
nrutan GA juga tidak bermakna secara statistik antara penderita dan
control. Hasir ini bertentangan dengan hasil penelitian pada populasi
korea, yaitu genotip GA akan menyebabkan peningkatan terjadinya CLNS
(OR sebesar 2,L1' gS o/o Cl: 0,3&11,6g ).12

Subjek yang memiliki genotip AA pada penderita CL adatan
sel"ranyak 36,8%, lebih kecil dari pasien normal yaitu sebanyak63,2yo,
namun perbedaan ini tidak bermakna (+r=O,4gg; p > O,Ob). Oiiinar
dari nilai odd rasio, peruang subjek yang memiriki genotip M berpetuang
mengalami kejadian cL sebesar o,661 kari dibandingkan dengan subjek
tanpa genotip M, artinya subjek dengan genotip AA rebin mungxin uniuk
tidak mengatami CL dibandingkan dengan subjek tanpa genJtip RA.

Tabel 1. Frekuensi alel G clan A pada penderita CL
dibandingkan dengan kontrol

Subtek
Alel

cL(%) t{ormal(f;)
0ddfisio CtgSS

G

A

d66

41q

54,5

6Rl

0,651

0,670

1,310

0,720

0,205

0,182

0,40i.4,217

0,159 3,269

Tabel 2. Frekuensi genotip G-A
dibandingkan dengan

pa<la penderita CL
kontrol

Genrih CL(S) Normat(96)
Odd Rasb Ct 95S

Subtek---l=;:- t'
GG

GA

M

50,0

44,0

36,8

50,0

56,0

63,2

0,182

0,015

0,670

0,903

1 ?A0

1,071

0,6610,489 0,484

0,306. 6,303

0,354-3,246

0,207.2,1L4

PEMBAHASAN
Keuntungan paling besar daram mengidentifikasi faktor genetik

sebagai penyebab penyakit bukan untuk terapi gen yang 
""p"rtinyusangat menarik dan menjanjikan. Akan tetapi harus ditujukan untuk

pengobatan dan pencegahan terhadap penyakit, melalui
penanggulangan faKor lingkungan pada seseorang yang mempunyai
faktor risiko genetik. Misalnya, alkohol' dan merokok (zeiger et ar.,
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2OO5) menambah resiko terhadap CL/R dan juga ada bukti peran
pemberian asam folat dapat menurunkan risiko (Carmichael et al.,
2OO3). Sudah jelas bahwa ada interaksi antara produk gen ibu clan
bayinya, mendukung hipotesis bahwa variasi genetik terlibat pada risiko
terjadinya CBl1. Penelitian interaksi gerrlingkungan pada celah orofasial
tefah mengevaluasi gen TGFA, TGF e3, MSX7, BCLS, dan RARA
kebiasaan-kebiasaan sebagai faKor lingkungan seperti merokok, minum
alkohol, dan vitamin.5

TGFa3 adalah suatu sitokin yang mengatur beragam fungsi
fisiologis termasuk proliferasi sel dan pertumbuhan, rnigrasi sel,
d iferens ias i, faktor perkembangan, prod uksi matri ks e kstrasel u le r, d an
respon kekebalan tubuh. Setiap subkelompok superfamili ini mernuiai
kaskade sinyal yang unik pada tahap intraseluler, gen ini dapat dialctiftan
oleh specific serine/threonine kinase receptor complexes. pada
mamalia. Subfamili TGF-6terdiri dari tiga transforrnasi isoform faktor
pertumbuhan, TGF67, TGFe2, dan TGF63.ra.r5

TGF a3 diyakini memiliki peran dalam penyembuhan luka dan
penyembuhan tulang setelah trauma, tapi tidak diekspresikan dalam
kulit yang sehat. Selain itu peran yang lain dari gen ini adalah dalarn
proses perkembangan orofacial d an paru-paru. 15

Gen TG F 63 berlokasi d i kromosom L4q24, menghasi I kan s inyar
peptide. Gen TGF63terdiri dari 4I2 asam amino, 1OO pasangan basa
(pb) dengan 7 ekson dan 6 intron. Protein sinyalyang dihasilkan gen
TGF63mempunyai peran penting selama fusi palaturn se}<under, sinyal
yangdihasilkan mengontrol secara langsung diferensiasi epitel ke
mesenkim di garis tengah antara daun-daun palatal.u

Menurut Lidral AC dkk. 1998, CLNS dapat disebabkan olen
adanya keterlibatan dan interaksi 2-2O gen. Gen kandidat yang berpotensi
berpe ran dalam patogenes is deform itas konge nital d apat d i identif i kas i

dari model hewan atau studi pada jaringan dan ekspresi spesifik-tahaq
embrionik. Dari hasil penelitian yang dilakukanya rnenyebutkan bahwa
peran dari Gen TGFa3 dalam teqadinya celah langit-langit sangailah
bermakna.16

Gen TGF 63 merupakan salah satu penyebab CLNS juga
dijelaskan pada penelitian yang dilakukan oteh Mosiri ctkk. (20O9). la
mengungkapkan bahwa gangguan fungsi gen tersebut akan menyebabkan
kegagalan atau gangguan dari penyatuan dari palatum masa embrio
dari tikus percobaan.lT Pada percobaan lain yang dilakukan pada tikus
knock ou( menjelaskan mutasi gen TGF 63 dapat menyebabkan
terjadinya celah palatrtm.ls



pada peneritian gen TGF e3 fikus kock-,r/ memperrihatkanpolimorfisme ekson 2 dan 5 genrTGF 63, yang dapat nrenyurrabkan
terjadinya ceiah palatum. Sejaian dengan penelitian tersebut,
menyebutkan polimorfisme dari gen TGFa3paaapopulasi orang Jepang,
mengungkapkan bahwa gen ini merupakan penyebab perkembangan
celah bibir dan palatum.12 Namun, hasil penelitian ini [rerbeda paoapeneiitian popurasi orang Firipina, dimana tidak ditemukan hubungan
dari mutasi gen TGF 63 sebagai sarah satu faktor penyebab Helaoian
CLNS. Oleh karena itu, kemungkinan terdapat beberapa pernlOaan
dalam gen penyebab C^LNS apabila dihubungkan dengan populasi atau
negara yang berbeda.u

Penet itian .".l"lTnru te I ah mengungkapkan I okasi terjad i nyamutasi pada Gen TGF 6gada regio intron 5, dan tidak menemukan
lokasi yang lain seperti, pada regio 5'urR dan 3'UTR walaupun tetahdilakukan pengamatan yang sama pada regio yang tersebut termasukpenguntaian semua ekson. ridak ada mutasi daram daerah kodingdalam kelompok kasus dan kontrol.P

Penetitian yang ditakukan oteh Maestri dkk. yang dikutip otehKim 2oo3 menemukan porimorfisme pada ekson z oan s-oari gi:n TGF63memiliki korelasi tinggi dengan celah palatum. Dari penelitian yangdilakukan seberumnya ditemukan sebuah nurireotida porimorfisme
tunggal daram intron 5 dari rGF63berperan daram keterlibatan kejadiancerah Langit-langit Nonsindrornik.e Nukreotida ini adarah mutasi A>Gpada posisi +IO4, relatif terhadap pertemuan ekson 5/intron 5(|VS5+104A > G, dengarr menggunakan enzlm retriksi .Sfd\1).12pola mutasi gen TGF d3 ditemukan pada regio intron 5.Berdasarkan penelitian dari Kim dkk terhadap regio intron 5 gen TGFd3, ditemukan perubahan posisi nukleotida pacla 104 pasangan basaDerupa perubahan nukreotida A menjadi G (A>G), menyeoabxai uJunvumutasi spesifik pada gen TGF63regio intron 5, populasi Korea yang
berhubungan dengan teqadinya cttrts. paoa peneritian rain oreh LidrarAC dkk, menemukan mutasi berupa perubahan nukleotida dari Tmenjadi C pada posisi intron S.u

' Pada peneritian rain menyatakan bahwa mayoritas mutasi padaG104A di regio intron 5 gen TGF63tidakrah signifikan. pernyataan iniberdasarkan peneritian di Liti,uania dimana tidak critemukan adanyamutasi pada regio intron 5 gen TGF 63 G1O4A. Adanya nurLag"i
pe rbedaan hasi l penerti an te rhadap gen TG F 63 dapat d i se bab*"n *"rlnuadanya oerbedaan latar belakang ras yang mempengaruhi adanyaperbedaan genetik sehingga memungkinkan ditemukan,iyu rnrtu"ig"n
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TGFe3di regio yang berbeda dengan pola yang berbeda seperti pada
ras Deuteromelayu.

sebagaimana yang dituris oreh rorarova yang dipubrikasikan
pada tahun 2OOg mengatakan bahwa, hubungan TGF eS dengan
kejadian cLNS menunjukkan hasir yang bertentangan, Lidrar merakukan
penelitian pada populasi Filipina, Tanabe pada populasi Jepang yang
hasirnya menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan intur"
penderita dan kontror pada subjek yang diteriti. Disisi rain, peneritian
yang dilakukan oleh Beaty pada anak kulit putih, Vieira pada anakAmerir€
Selatan memberikan hasil bahwa mutasi cen TGF 63 memberikan
kontribusi dalam terjadinya CLNS.

BuKi terbaru yang dipubrikasikan oreh ranie menunjukkan bahwa
fungsi rGFe3 di rangit-rangit embrio setidaknya sebagian dimediasr
merarui sistem smad signalin. TGF e3 dinyatakan paring avrar dan
ditemukan dalam komponen epiter dari palatal sherr""yuigbergerak
vertikal selama proses palatogenesis. percobaan yang dilakukan pada
tiKus knock oulmenunjukkan bahwa adanya cerah rangitiangit rernyata
disebabkan oleh defisit TGFe3, meskipun palata/ shelrresJlnyataXan
berkembang secara normar, tapi ditemukan penurunai sutrat
proteoglycan condroitin pada permukaan apikal dari MEE. perbaikan
jaringan selama fusi paratar meribatkan kombinasi dari degradasi
membran basar dan transformasi epithetiomesenchymar, naix yang
berada di bawah kendali metaloproteinase matriks tertentu (uupsl
dan inhibitor jaringan dari metaloproteinase (TlMps). Dalam Dercobaan
ini, ditemukan berkurangnya ekspresi dari Timp2'dan MMp-73 oan
ternyata ekspresi mereka sangat tergantung pada ekspre si rGFe3.as

serain itu, adanya perbedaan porimorfisme diantara berbasar
populasi terutama pada regio intron 5 didasarkan pada letak ou"Lh
tersebut merupakan daerah yang tidak membawa kode genetik. Akan
tetapi regio non koding tersebut pada beberapa'gen memperrihatkan
fungsi yang berarti didalam proses ekspresi gen. Mutasi pada regio
intron tersebut biasanya dihubungkan dengan proses spricing sehingga
terdapat dua kemungkinan adanya mutasi di regio tersebui. pertarira,
tidak menyebabkan perubahan pada proses transkripsi karena tidar<
membentuk sekuen konsensus yang menyebabkan terjad inya spricing.
Kedua mutasi tersebut dapat menyebabkan peruOafran yang
membentuk sekuen konsensus sehingga terjadi splicing padat"inp"t
bukan seharusnya, terjadilah kesarahan pembacaan pada proses
translasi, sehingga akan disintesis suatu protein yang salan.



\{alaupun gen TGFa3berperan penting pada terjacJinya CBIL
NS, berdasarkan penelitian pada hewan dan manusia, proses
palatcgenesis merupakan hal yang kompleks yang clapat melibatkan
geftgen lainnya serta adanya peran multifaktorial, termasuk lingkungan.
Penelitian yang dirakukan oreh kartinen menunjukkan bahwa
palatogenesrs dan gen yang terlibat pada tikus dan manusia hamoir
sama, tetapi pernyataan ini tidak sejalan dengan penelitian yang
d ilakukan pada populasi lowa. Hal ini dapat dijelaskan bahwa kekuransan
penyatuan palatum, bukanlah sebuah penyebab umum paoa GLNS oJda
nranusia, yang mengirrdikasikan bahwa etiologi perkembangan dari celah
palatum sekunder mungkin dapat berbeda pada manusia dan tikus.le

Penelitian kami tidak menunjukkan kebermaknaan pada
frekuensi alel dan genotip pasien CLNS dan kelompok kontrol. Hasil ini
kemungkrnan disebabkan karena jumlah subjek yang sedikit, tetapi perlu
dilakukan peneritian yang rebih luas pada popurasi di Indonesia untuk
rnendapatkan jawaban yang pasti.
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