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ABSTRAK

Ketainan CB/L atau Celah Langit-langit Non Sindromil (CLNS)
dapat merupakan salah satu sindrom dari suatu kelainan lain yang
menyertai atau dapat juga merupakan suatu kelainan tanpa disertai
kelainan lain yang disebut CB/L nonsindromik (CB/L NS) atau Celah
Langitlangit Non Sindromik (CLNS). Dari kasus CB/L dengan atau tanpa
Celah Langit-langit 70% merupakan kelainan nonsindromik. insidensi
kelahiran bayi dengan kelainan CLNS di Indonesia belum dapat
dipastikan, surveinya selalu disertakan bersama dengan Celah bibir
dan langitlangit, diperkirakan sebesar 1,7 per 1.000 kelahiran hidup.
Terjadinya CLNS ini sebagaimana CB/L NS, dapat disebabkan oleh faktor
genetik dan non genetik sebagai penyebab multifaktorial. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mendeteksi dan menganalisis polimorfisme
genetik regio intron 5 gen TGF 43 sebagai faktor risiko pada
perkembangan CLNS pada ras Deuteromelayu populasi Indcnesia.
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 digunakan adalah Direct
Sequencing dengan Metode Sanger (Sistem ABI). Hasil PCR di-alignment
dengan menggunakan software Bioedit Analisis statistik menggunakan
uji +?, dan dilakukan pengukuran odd rasio (OR)-nya untuk menentukan
faktor risiko terjadinya CLNS populasi Deuteromelayu. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa frekuensi alel mutan G pada penderita CLNS adalah
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sebanyak 45,5%, sedangkan subjek normal 54,5%. Perbedaan ini tidak
bermakna (+°=0,205; p > 0,05). $impulan penelitian, variasi genetik
pada regio intron 5 gen 7GF 43 bukan merupakan faktor risiko yang

berperan pada terjadinya CLNS pada ras Deuteromelayu populasi
Indonesia.

Kata kunci: celah langit-langit nonsindromik, regio intron 5 gen 7GF
a3, polimorfisme DNA, ras Deuteromelayu.

PENDAHULUAN

Secara umum, kelainan kraniofasial yang paling sering terjadi
adalah celah bibir dengan atau tanpa celah langitlangit (CB/L). Kelainan
CB/L atau Celah Langit-langit 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
CB/L nonsindromik (CB/L NS) atau Celah Langit-langit Non Sindromik
(CLNS). Dari kasus CB/L dengan atau tanpa Celah Langit-langit 70%
merupakan kelainan nonsindromik.*

Insidensi kelahiran bayi dengan kelainan CLNS dj Indonesia
belum dapat dipastikan, surveinya selalu disertakan bersama dengan
Celah bibir dan langitlangit, diperkirakan sebesar 1,7 per 1.000
keiahiran hidup.? Sebagai perbandingan insidensi CB/L NS di Asia
(oriental) berkisar 2 per 1.000 kelahiran, populasi Indian Amerika 3,6
per 1.000 kelahiran dan populasi kulit hitam sebesar 0,25 per 1.000
kelahiran. Pada populasi Kaukasia di United Kingdom sebesar 1 per
700 kelahiran sedangkan di Amerika terdapat 1 per 1.000 kelahiran.?
Untuk CLNS menurut penelitian Milan etal., secara umum insidensinya
adalah 6,5 dari 10.000 ribu kelahiran hidup kelahiran.*s

Kelainan CLNS mempunyai beberapa macam klasifikasi yang
membaginya dalam beberapa kelas. Umumnya klasifikasi ditetapkan
berdasarkan embriologi pembentukan terjadinya CL.*Terjadinya CLNS
ini sebagaimana CB/L NS dapat disebabkan oleh multifaktorial, yang
terdiri dari faktor genetik dan non genetik. Faktor non genetik biasanya
dihubungkan dengan faktor lingkungan seperti penggunaan obat-obatan
saat hamil, faktor nutrisi, trauma dan paparan pestisida. Sedangkan
faktor genetik merupakan faktor yang berperan cukup penting yang
dihubungkan dengan CLNS. 71

Gen dominan yang berperan dalam patogenesis CLNS belum
diketahui, bisa terjadi karena keterlibatan beberapa gen secara
bersarnaan atau interaksi antar gen. Salah satu gen yang terlibat pada

v
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patogenesis CLNS adalah gen TGFA3, yang sudah dibuktikan terdapat
asosiasi dengan kelainan CLNS pada populasi Korea.812.13

Demikian juga penelitian yang dilakukan pada populasi ‘epang,
pada 20 keluarga CB/L NS dengan menggunakan penanda polimorfik
gen TGF a3, hasilnya terdapat kontribusi Gen tersebut dengan
perkembangan celah bibir dan langit-langit.’2 Pada penelitian terdahulu,
terbukti bahwa lokasi mutasi gen 7GFa3 terdapat pada regio intron 5
posisi A104G, sedangkan pada regio ekson tidak ditemukan adanya
mutasi.1?

Penelitian keterlibatan gen 7GF 43 pada kelainan CLNS populasi
Deuteromelayu yang merupakan kelompok ras yang terbanyak di
Indonesia, belum ada yang melaporkan. Sehingga kami tertarik untuk
melakukan penelitian peran gen 7GF 43 regio A104G 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 dalam
penelitian ini. Pada kedua kelompok subjek penelitian dilakukan
anamnesis tentang riwayat keluarga dan suku bangsa, dipilih semua
dari suku bangsa Deuteromelayu. ;

Limapuluh sampel darah diambil dari darah vena Kkubiti
penderita CLNS dan kontrol. Sampel tersebut didapat dari 42 (82,3%)
orang bersuku Sunda, 3 (5,8 %) orang bersuku Jawa, 3 (5,8%) orang
bersuku Bugis, dan 3 (5,8 %) orang bersuku Gorontalo. Subjek kasus
sebanyak 22 orang, dan kontrol sebanyak 29 orang.

Metode Penelitian dan Cara Diteksi Polimorfisme Intron 5
gen TGF a3 »
Penelitian ini merupakan penelitian Epidemiologi Molekuler
dengan metode kasus kontrol. Darah disimpan didalam tabung EDTA,
dan DNA diekstraksi dari lekosit dengan melisiskan dengan SDS,
diekstraksi dengan amonium asetat dan dipresipitasi dengan etanol.
Pemeriksaan polimorfisme dilakukan dengan metode PCR yang diikuti
dengan sequensing dengan menggunakan primer .sense
5'TGTCACTTTCCTTCCCTTCTTC-3’ dan antisense
STTCTTCCTGGAGATGTTTGTGA-3'*2, Campuran reaksi PCR terdiri dari 100
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ng DNA sebagai templat, 40 pmol untuk masing-masing primer, 1,5
mM MgCl?, 200 M dNTP dan 1 U Faq polimerase. Setelah denaturasi
awal selama 5 menit pada suhu 95°C, kemudian dilakukan reaksi dalam
30 siklus temperatur terdiri dari 1 menit denaturasi pada 95°C, 1
menit annealling temperatur 57°C, dan 1 menit ekstensi temperatur
72°C. Produk PCR sebesar 326 pasangan basa. Produk PCR kemudian
dilakukan sequensing dengan menggunakan metoda Sanger. Hasil
sequensing dianalisis keberadaan mutasi dengan menggunakan

Software BioEdit, dengan menggunakan referensi sequen dari bank
DNA.

Analisis Statistik

Analisis beda frekuensi alel atau genotip 7GF a3pada penderita
dan kontrol digunakan uji +> Dan untuk menentukan faktor risiko,
ditentukan oddrasio-nya dari tabel kontingensi.

Tempat Penelitian

Tempat penelitian dilakukan Laboratorium Unit Penelitian
Kesehatan UNPAD.

HASIL PENELITIAN

Kami menentukan frekuensi alel 104A dan alel 104G, serta
frekuensi genotip AA, AG, dan GG pada kelompok penderita CLNS dan
kelompok kontrol (Tabel 1). Alel G pada penderita CL adalah sebanyak
45,5%, sedikit lebih kecil dari pasien normal yaitu sebanyak 54,5%.
Perbedaan ini tidak bermakna (+?=0,205; p > 0,05). Dilihat dari nilai
odd rasio, subjek yang memiliki alel G berpeluang mengalami kejadian
CL sebesar 1,301 kali dibandingkan dengan subjek tanpa alel G atau
subjek dengan alel G lebih memungkinkan untuk mengalami CL
dibandingkan dengan subjek tanpa alel G. Tetapi penelitian ini
mengindikasikan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna pada
penelitian yang dilakukan pada populasi Korea, yang menunjukkan
frekwensi alel G merupakan faktor yang menjadi penyebab CLNS dengan
nilai Odds ratio (OR)=15,92, 95 % confidence interval (CH=6,3-41,0.22

Subjek yang memiliki alel A pada penderita CLNS adalah
sebanyak 41,9%, sedikit lebih kecil dari pasien normal yaitu sebanyak
58,1%. Perbedaan ini tidak bermakna (+?=0,182; p > 0,05). Dilihat
dari nilai odd rasio, subjek yang memiliki alel A berpeluang mengalami
kejadian CL sebesar 0,720 kali dibandingkan dengan subjek tanpa
alel A atau subjek dengan alel A lebih mungkin untuk tidak mengalami

v
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CL dibandingkan dengan subjek tanpa alel A. Hasil ini dapat dipahami
oleh karena alel A merupakan alel yang normal.

Pada Tabel 2, diperlihatkan bahwa subjek yang memiliki genotip

GG pada penderita CL adalah sebanyak 50%, _sgma bany_akny;a de;ﬁig
pasien normal yaitu sebanyak 50%. Perbedaan Ir?l sangat tidak grr;: ]
(+2=0,182; p > 0,05). Dilihat dari nilai odd. l’aS.IO,' peluang subje 1y§é§
memiliki genotip GG berpeluang mengalami kejadian ClL sebesar 1,

kali dibandingkan dengan subjek tanpa genotip GQ, art.mya _sut?Jiif
dengan genotip GG lebih mungéin untuk mengalami CL dibandingkan

j a genotip GG. : :
fichei S(;l:rjwi“:i:)ag% r%)erupgkan bentuk homosigot mutan, darl hasil
penelitian ini secara statistik tidak bermakn.a. antara penderita din
kontrol, apabila dibandingkan dengan penelitian seb(?lu.mny_alr;éa ’)a
didapatkan perbedaan yang sangat bermakna dengalg nilai OR= S22
95 % Cl= 10,67-2783,29 pada genotip mutan GG.

P s :
AGGGTLELC TG AT GLTA X Genotip

GG

PV

o Elremd s e uae 181 Tak .
Genotip
AA

GGGTCLCTOGATACT AT TCAC.  Genotip

GA

B

Gambar 1. A. Gambaran elektroforesis produk F_’CR sebesar
326 pb. Gambar 1.B. Hasil sequensing genotip GG, AA,
dan GA

Subjek yang memiliki genotip GA .pada penderit_a C\L adala:
sebanyak 44%, sedikit lebih kecil dari pasien normal, yaitu éc_abané/aﬁ\
56%. Perbedaan ini tidak bermakna (+2=O,01§; p> 9,05). Dilihat da
nilai odd rasio, peluang subjek yang memil‘ilﬂ ggnotlp GA berpelusni
mengalami kejadian CL sebesar 1,071 Kali dibandingkan dengan subje
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tanpa genotip GA, artinya subjek dengan genotip GA lebih mungkin untuk
mengalami CL dibandingkan dengan subjek tanpa genotip GA.

Dari hasil penelitian ini menunjukkan bahwa genotip heterosigot
mutan GA juga tidak bermakna secara statistik antara penderita dan
control. Hasil ini bertentangan dengan hasil penelitian pada populasi
korea, yaitu genotip GA akan menyebabkan peningkatan terjadinya CLNS
(OR sebesar 2,11, 95 % Cl = 0,3811,68).12

Subjek yang memiliki genotip AA pada penderita CL. adalah
sehanyak 36,8%, lebih kecil dari pasien normal yaitu sebanyak 63,2%,
namun perbedaan ini tidak bermakna (+2=0,489: p > 0,05). Dilihat
dari nilai odd rasio, peluang subjek yang memiliki genotip AA berpeluang
mengalami kejadian CL sebesar 0,661 kali dibandingkan dengan subjek
tanpa genotip AA, artinya subjek dengan genotip AA febih mungkin untuk
tidak mengalami CL dibandingkan dengan subiek tanpa genotip AA.

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

Subjek
Alel i
o — P P OddRasio C195%
G 455 h4h 0,205 0,651 1,310 0407-4217
A 419 h8 1 0,182 0,670 0,720 0,159- 3,268

Tabel 2. Frekuensi genotip G-A pada penderita CL
dibandingkan dengan kontrol

: Subjek
Gena i
itip o Noma (%) 7 P (0dd Rasio C195%
GG 50,0 50,0 0,182 0,670 1,389 0,306-6,303
GA 440 56,0 0,015 0,903 1,071 0,354- 3246
. A 36.8 632 0,489 0,484 0661  0207-2,114
PEMBAHASAN

Keuntungan paling besar dalam mengidentifikasi faktor genetik
sebagai penyebab penyakit bukan untuk terapi gen yang sepertinya
sangat menarik dan menjanjikan. Akan tetapi harus ditujukan untuk
pengobatan dan pencegahan terhadap penyakit, melalui
penanggulangan faktor lingkungan pada seseorang yang mempunyai
fakter risiko genetik. Misalnya, alkohol® dan merokok (Zeiger et al.,
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2005) menambah resiko terhadap CL/P, dan juga ada bukti peran
pemberian asam folat dapat menurunkan risiko (Carmichael et al.,
2003). Sudah jelas bahwa ada interaksi antara produk gen ibu dan
bayinya, mendukung hipotesis bahwa variasi genetik terlibat pada risiko
terjadinya CB/L. Penelitian interaksi genlingkungan pada celah orofasial
telah mengevaluasi gen TGFA, TGF 43, MSX1, BCL3, dan RARA
kebiasaan-kebiasaan sebagai faktor lingkungan seperti merokok, minum
alkohol, dan vitamin.®

TGF a3 adalah suatu sitokin yang mengatur beragam fungsi
fisiologis termasuk proliferasi sel dan pertumbuhan, migrasi sel,
diferensiasi, faktor perkembangan, produksi matriks ekstraseluler, dan
respon kekebalan tubuh. Setiap subkelompok superfamili ini memuiai
kaskade sinyal yang unik pada tahap intraseluler, gen ini dapat diaktifkan
oleh specific serine/threonine kinase receptor complexes. Pada
mamalia. Subfamili 7GF-a terdiri dari tiga transformasi isoform faktor
pertumbuhan, 7GF a1, TGF 82, dan TGF 83141

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 dalam
proses perkembangan orofacial dan paru-paru.?®

Gen TGF a3berlokasi di kromosom 14¢24, menghasilkan sinyal
peptide. Gen 7GFg3terdiri dari 412 asam amino, 100 pasangan basa
(pb) dengan 7 ekson dan 6 intron. Protein sinyal yang dihasilkan gen
TGF a3 mempunyai peran penting selama fusi palatum sekunder, sinyal
yangdihasilkan mengontrol secara langsung diferensiasi epitel ke
mesenkim di garis tengah antara daun-daun palatal .2

Menurut Lidral AC dkk. 1998, CLNS dapat disebabkan oleh
adanya keterlibatan dan interaksi 2-20 gen. Gen kandidat yang berpotensi
berperan dalam patogenesis deformitas kongenital dapat diidentifikasi
dari model hewan atau studi pada jaringan dan ekspresi spesifik-tahap-
embrionik. Dari hasil penelitian yang dilakukanya menyebutkan bahwa
peran dari Gen 7GF 43 dalam terjadinya celah langit-langit sangatlah
bermakna.¢

Gen TGF a3 merupakan salah satu penyebab CLNS juga
dijelaskan pada penelitian yang dilakukan oleh Mosiri dkk. (2C09). la
mengungkapkan bahwa gangguan fungsi gen tersebut akan menyebabkan
kegagalan atau gangguan dari penyatuan dari palatum masa embrio
dari tikus percobaan.*” Pada percobaan lain yang dilakukan pada tikus
knock out, menjelaskan mutasi gen 7GF 43 dapat menyebabkan
terjadinya celah palatum.1®
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Pada penelitian gen TGF a3 tikus kock-out memperlihatkan
polimorfisme ekson 2 dan 5 gen 7GF 43, yang dapat menyebabkan
teriadinya celah palatum. Sejalan dengan penelitian tersebut,
menyebutkan Polimorfisme dari gen 7GF a3pada populasi orang Jepang,
mengungkapkan bahwa gen ini merupakan penyebab perkembangan
celah bibir dan palatum.2 Namun, hasil penelitian ini berbeda pada
peneiitian populasi orang Filipina, dimana tidak ditemukan hubungan
dari mutasi gen 7GF 43 sebagai salah satu faktor penyebab kejadian
CLNS. Oleh karena itu, kemungkinan terdapat beberapa perbedaan
dalam gen penyebab CLNS apabila dihubungkan dengan populasi atau
negara yang berbeda.? )

Penelitian sebelumnya telah mengungkapkan lokasi terjadinya
mutasi pada Gen 7GF 43pada regio intron 5, dan tidak menemukan
lokasi yang lain seperti, pada regio 5'UTR dan 3’UTR walaupun telah
dilakukan pengamatan yang sama pada regio yang tersebut termasuk
penguntaian semua ekson. Tidak ada mutasi dalam daerah koding
dalam kelompok kasus dan kontrol.12

Penelitian yang dilakukan oleh Maestri dkk. yang dikutip oleh
Kim 2003 menemukan polimorfisme pada ekson 2 dan 5 dari gen 7GF
a3memiliki korelasi tinggi dengan celah palatum. Dari penelitian yang
dilakukan sebelumnya ditemukan sebuah nukleotida polimorfisme
tunggal dalam intron 5 dari 7GF a3berperan dalam keterlibatan kejadian
Celah Langit-langit Nonsindromik.? Nukleotida ini adalah mutasi A>G
pada posisi +104, relatif terhadap pertemuan ekson 5/intron 5
(IVS5+104A > G, dengan menggunakan enzim retriksi SraN1).12

Pola mutasi gen 7GF 53 ditemukan pada regio intron 5.
Berdasarkan penelitian dari Kim dkk terhadap regio intron 5 gen TGF
a3, ditemukan perubahan posisi nukleotida pada 104 pasangan basa
berupa perubahan nukleotida A menjadi G (A>G), menyebabkan adanya
mutasi spesifik pada gen 7GF 53 regio intron 5, popuiasi Korea yang
berhubungan dengan terjadinya CLNS. Pada penelitian lain oleh Lidral
AC dkk, menemukan mutasi berupa perubahan nukleotida dari T
menjadi C pada posisi intron 5.12

Pada penelitian lain menyatakan bahwa mayoritas mutasi pada
G104A di regio intron 5 gen 7GF a3tidaklah signifikan. Pernyataan ini
berdasarkan penelitian di Lithuania dimana tidak ditemukan adanya
mutasi pada regio intron 5 gen TGF 43 G104A. Adanya berbagai
perbedaan hasil peneltian terhadap gen 7GF d3dapat disebabkan karena
adanya perbedaan latar belakang ras yang mempengaruhi adanya
perbedaan genetik sehingga memungkinkan ditemukannya mutasi gen
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TGF a3 di regio yang berbeda dengan pola yang berbeda seperti pada
ras Deuteromelayu.

Sebagaimana yang ditulis oleh Tolarova yang dipublikasikan
pada tahun 2009 mengatakan bahwa, hubungan 7GF 53 dengan
kejadian CLNS menunjukkan hasil yang bertentangan, Lidra! melakukan
penelitian pada populasi Filipina, Tanabe pada populasi Jepang yang
hasilnya menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan antara
penderita dan kontrol pada subjek yang diteliti. Disisi iain, penelitian
yang dilakukan oleh Beaty pada anak kulit putih, Vieira pada anak Amerika
Selatan memberikan hasil bahwa mutasi gen 7GF 33 memberikan
kontribusi dalam terjadinya CLNS.

Bukti terbaru yang dipublikasikan oleh Tanie menunjukkan bahwa
fungsi 7GF 43 di langit-langit embrio setidaknya sebagian dimediasi
melalui sistem Smad signalin. TGF 43 dinyatakan paling awal dan
ditemukan dalam komponen epitel dari palatal shelves yang bergerak
vertikal selama proses palatogenesis. Percobaan yang dilakukan pada
tikus #rock out menunjukkan bahwa adanya celah langit-langit ternyata
disebabkan oleh defisit 7GF 43, meskipun palatal shelves dinyatakan
berkembang secara normal, tapi ditemukan penurunan su/fat
proteoglycan condroitin pada permukaan apikal dari MEE. Perbaikan
jaringan selama fusi palatal melibatkan kombinasi dari degradasi
membran basal dan transformasi epithelio-mesenchymal, baik yang
berada di bawah kendali metaloproteinase matriks tertentu (MMPs)
dan inhibitor jaringan dari metaloproteinase ( TIMPs). Dalam percobaan
ini, ditemukan berkurangnya ekspresi dari Timp-2'dan MMP-13 dan
ternyata ekspresi mereka Sangat tergantung pada ekspresi 7GF43.1°

Selain itu, adanya perbedaan polimorfisme diantara berbagai
populasi terutama pada regio intron 5 didasarkan pada letak daerah
tersebut merupakan daerah yang tidak membawa kode genetik. Akan
tetapi regio non koding tersebut pada beberapa‘gen memperiihatkan
fungsi yang berarti didalam proses ekspresi gen. Mutasi pada regio
intron tersebut biasanya dihubungkan dengan preses splicing, sehingga
terdapat dua kemungkinan adanya mutasi di regio tersebut. Pertama,
tidak menyebabkan perubahan pada proses transkripsi karena tidak
membentuk sekuen konsensus yang menyebabkan terjadinya splicing.
Kedua mutasi tersebut dapat menyebabkan perubahan yang
membentuk sekuen konsensus sehingga terjadi splicing pada tempat
bukan seharusnya, terjadilah kesalahan pembacaan pada proses
translasi, sehingga akan disintesis suatu protein yang salah.
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Walaupun gen 7TGF a3 berperan penting pada terjadinya CB/L
NS, berdasarkan penelitian pacga hewan dan manusia, proses
palatcgenesis merupakan hal yang kompleks yang dapat melibatkan
gengen lainnya serta adanya peran multifaktorial, termasuk lingkungan.
Penelitian vang dilakukan oleh kartinen menunjukkan bahwa
palatogenesis dan gen yang terlibat pada tikus dan manusia hampir
sama, tetapi pernyataan ini tidak sejalan dengan penelitian yang
dilakukan pada populasi lowa. Hal ini dapat dijelaskan bahwa kekurangan
penyatuan palatum, bukanlah sebuah penyebab umum pada CLNS pada
manusia, yang mengindikasikan bahwa etiologi perkembangan dari celah
palatum sekunder mungkin dapat berbeda pada manusia dan tikus,®

Penelitian kami tidak menunjukkan kebermaknaan pada
frekuensi alel dan genotip pasien CLNS dan kelompok kontrol. Hasil ini
kernungkinan disebabkan karena jumlah subjek yang sedikit, tetapi perlu
dilakukan penelitian yang lebih luas pada populasi di Indonesia untuk
mendapatkan jawaban yang pasti.
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ABSTRAK

Kelainan CB/L atau Celah Langit-langit 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 CB/L nonsindromik (CB/L NS) atau Celah
Langit4angit Non Sindromik (CLNS). Dari kasus CB/L dengan atau tanpa
Celah Langitdangit 70% merupakan kelainan nonsindromik. Insidensi
kelahiran bayi dengan keiainan CLNS di Indonesia belum dapat
dipastikan, suiveinya selalu disertakan bersama dengan Celah bibir
dan langit-langit, diperkirakan sebesar 1,7 per 1.000 kelahiran hidup.
Terjadinya CLNS ini sebagaimana CB/L NS, dapat disebabkan oleh faktor
genetik dan non genetik sebagai penyebab multifaktorial. Tujuan
penelitian ini adalah untuk mendeteksi dan menganalisis polimorfisme
genetik regio intron 5 gen TGF 43 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/nomal.Teknik pemeriksaan yang digunakan adalah Direct
Sequencing dengan Metode Sanger (Sistem ABI). Hasil PCR di-alignment
dengan menggunakan software Bioedit Analisis statistik menggunakan
uji +2, dan dilakukan pengukuran odd rasio (OR)}-nya untuk menentukan
faktor risiko terjadinya CLNS populasi Deuteromelayu. Hasil penelitian
menunjukkan bahwa frekuensi alel mutan G pada penderita CLNS adalah
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sebanyak 45,5%, sedangkan subjek normal 54,5%. Perbedaan ini tidak
bermakna (+?=0,205; p > 0,05). Simpulan penelitian, variasi genetik
pada regio intron 5 gen 7GF 43 bukan merupakan faktor risiko yang

berperan pada terjadinya CLNS pada ras Deuteromelayu populasi
Indonesia.

Kata kunci: celah langitlangit nonsindromik, regio intron 5 gen 7GF
a3, polimorfisme DNA, ras Deuteromelayu.

PENDAHULUAN

Secara umum, kelainan kraniofasial yang paling sering terjadi
adalah celah bibir dengan atau tanpa celah langit-langit (CB/L). Kelainan
CB/L atau Celah Langitdangit 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
CB/L nonsindromik (CB/L NS) atau Celah Langit-langit Non Sindromik
(CLNS). Dari kasus CB/L dengan atau tanpa Celah Langit-langit 70%
merupakan kelainan nonsindromik.!

Insidensi kelahiran bayi dengan kelainan CLNS di Indonesia
belum dapat dipastikan, surveinya selalu disertakan bersama dengan
Celah bibir dan langitdangit, diperkirakan sebesar 1,7 per 1.000
kelahiran hidup.? Sebagai perbandingan insidensi CB/L NS di Asia
(oriental) berkisar 2 per 1.000 kelahiran, populasi Indian Amerika 3,6
per 1.000 kelahiran dan populasi kulit hitam sebesar 0,25 per 1.000
kelahiran. Pada populasi Kaukasia di United Kingdom sebesar 1 per
700 kelahiran sedangkan di Amerika terdapat 1 per 1.000 kelahiran.®
Untuk CLNS menurut penelitian Miian et al., secara umum insidensinya
adalah 6,5 dari 10.000 ribu kelahiran hidup kelahiran.*®

Kelainan CLNS mempunyai beberapa macam kiasifikasi yang
membaginya dalam beberapa kelas. Umumnya klasifikasi ditetapkan
berdasarkan embriologi pembentukan terjadinya CL.® Terjadinya CLNS
ini sebagaimana CB/L NS dapat disebabkan oleh multifaktorial, yang
terdiri dari faktor genetik dan non genetik. Faktor non genetik biasanya
dihubungkan dengan faktor lingkungan seperti penggunaan obat-obatan
saat hamil, faktor nutrisi, trauma dan paparan pestisida. Sedangkan
faktor genetik merupakan faktor yang berperan cukup penting yang
dihubungkan dengan CINS.7**

Gen dominan yang berperan dalam patogenesis CLNS belum
diketahui, bisa terjadi karena keterlibatan beberapa gen secara
bersamaan atau interaksi antar gen. Salah satu gen yang terlibat pada
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patogenesis CLNS adalah gen TGFA3, yang sudah dibuktikan terdapat
asosiasi dengan kelainan CLNS pada populasi Korea.812:3

Demikian juga penelitian yang dilakukan pada populasi Jepang,
pada 20 keluarga CB/L NS dengan menggunakan penanda polimorfik
gen TGF a3, hasilnya terdapat kontribusi Gen tersebut dengan
perkembangan celah bibir dan langit-langit.’? Pada penelitian terdahulu,
terbukti bahwa lokasi mutasi gen 7GF a3 terdapat pada regio intron 5
posisi A104G, sedangkan pada regio ekson tidak ditemukan adanya
mutasi.*?

Penelitian keterlibatan gen 7GF 43 pada kelainan CLNS populasi
Deuteromelayu yang merupakan kelompok ras yang terbanyak di
Indonesia, belum ada yang melaporkan. Sehingga kami tertarik untuk
melakukan penelitian peran gen 7GF 43 regio A104G 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 dalam
penelitian ini. Pada kedua kelompok subjek penelitian dilakukan
anamnesis tentang riwayat keluarga dan suku bangsa, dipilih semua
dari suku bangsa Deuteromelayu. .

Limapuluh sampel darah diambi! dari darah vena kubiti
penderita CLNS dan kontrol. Sampel tersebut didapat dari 42 (82,3%)
orang bersuku Sunda, 3 (5,8 %) orang bersuku Jawa, 3 (5,8%) orang
bersuku Bugis, dan 3 (5,8 %) orang bersuku Gorontalo. Subjek kasus
sebanyak 22 orang, dan kontrol sebanyak 29 orang.

Metode Penelitian dan Cara Diteksi Polimorfisme Intron 5
gen TGF a3

Penelitian ini merupakan penelitian Epidemiologi Molekuler
dengan metode kasus kontrol. Darah disimpan didalam tabung EDTA,
dan DNA diekstraksi dari lekosit dengan melisiskan dengan SDS,
diekstraksi dengan amonium asetat dan dipresipitasi dengan etanol.
Pemeriksaan polimorfisme dilakukan dengan metode PCR yang diikuti
dengan sequensing dengan menggunakan primer sense
5'TGTCACTTTCCTTCCCTTCTTC-3* dan antisense
STTCTTCCTGGAGATGTTTGTGA-3"*2, Campuran reaksi PCR terdiri dari 100

PROSIDING BANDUNG DENTISTRY 8 192



ng DNA sebagai templat, 40 pmol untuk masing-masing primer, 1,5
“mM MgCl,, 200 M dNTP dan 1 U Taq polimerase. Setelah denaturasi
awal selama 5 menit pada suhu 95°C, kemudian dilakukan reaksi dalam
30 siklus temperatur terdiri dari 1 menit denaturasi pada 95°C, 1
menit annealling temperatur 57°C, dan 1 menit ekstensi temperatur
72°C. Produk PCR sebesar 326 pasangan basa. Produk PCR kemudian
dilakukan sequensing dengan menggunakan metoda Sanger. Hasil
sequensing dianalisis keberadaan mutasi dengan menggunakan
Software BioEdit, dengan menggunakan referensi sequen dari bank
DNA.

Analisis Statistik
Analisis beda frekuensi alel atau genotip 7GF43pada penderita
dan kontrol digunakan uji +> Dan untuk menentukan faktor risiko,
ditentukan oddrasio-nya dari tabel kontingensi.

Tempat Penelitian
Tempat penelitian dilakukan Laboratorium Unit Penelitian
Kesehatan UNPAD.

HASIL PENELITIAN

Kami menentukan frekuensi alel 104A dan alel 104G, serta
frekuensi genotip AA, AG, dan GG pada kelompok penderita CLNS dan
kelompok kontrol (Tabel 1). Alel G pada penderita CL adalah sebanyak
45,5%, sedikit lebih kecil dari pasien normal yaitu sebanyak 54,5%.
Perbedaan ini tidak bermakna (+?=0,205; p > 0,05). Dilihat dari nilai
odd rasio, subjek yang memiliki alel G berpeluang mengalami kejadian
CL sebesar 1,301 kali dibandingkan dengan subjek tanpa alel G atau
subjek dengan alel G lebih memungkinkan untuk mengalami CL
dibandingkan dengan subjek tanpa alel G. Tetapi penelitian ini
mengindikasikan bahwa terdapat perbedaan yang bermakna pada
penelitian yang dilakukan pada populasi Korea, yang menunjukkan
frekwensi alel G merupakan faktor yang menjadi penyebab CLNS dengan
nilai Oads ratio(OR)=15,92, 95 % confidence interval (Cl)=6,3-41,0.2

Subjek yang memiliki alel A pada penderita CLNS adalah
seban‘yak 41,9%, sedikit lebih kecil dari pasien normal yaitu sebanyak
58,1%. Perbedaan ini tidak bermakna (+?=0,182; p > 0,05). Dilihat
dari nilai odd rasio, subjek yang memiliki alel A berpeluang mengalami
kejadian CL sebesar 0,720 kali dibandingkan dengan subjek tanpa
alel A atau subjek dengan.alel A lebih mungkin untuk tidak mengalami
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CL dibandingkar dengan subjek tanpa aiel A. Hasil ini dapat dipahami
oleh karena alel A merupakan alel yang normal.

Pada Tabel 2, diperihatkan bahwa subjek yang memiliki genotip
GG pada penderita CL adalah sebanyak 50%, sama banyaknya dengan
pasien nomal yaitu sebanyak 50%. Perbedaan ini sangat tidak bermakna
(+*=0,182; p > 0,05). Dilihat dari nilai odd rasio, peluang stbjek yang
memiliki genotip GG berpeluang mengalami kejadian CL sebesar 1,389
kali dibandingkan dengan subjek tanpa genotip GG, artinya subjek
dengan genotip GG lebih mungkin untuk mengalami CL dibandingkan
dengan subjek tanpa genotip GG.

Genotip GG merupakan bentuk homosigot mutan, dari hasil
penelitian ini secara statistik tidak bermakna antara penderita dan
kontrol, apabila dibandingkan dengan penelitian sebelumnya maka
didapatkan perbedaan yang sangat bermakna dengan nilai OR=110,2,
95 % Cl= 10,67-2783,29 pada genotip mutan GG.22

% %0
AGGGTCCCTIGATGCTAT TC A s
Genotip
i
i GG
|"'1 anah AALA
MW
270 230
GGGICCC IGATACTIATIICA
Genotip
v AA
AL AAANR LA
AWV
270 259
GGGETICCCTGATACTATICAC Genotip
! GA
B.

Gambar 1. A. Gambaran elektroforesis produk PCR sebesar
326 pb. Gambar 1.B. 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 > 0,05). 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 dengan genotip GA lebin mungkin untuk
mengalami CL dibandingkan dengan subjek tanpa genotip GA.

Dari hasil penelitian ini menunjukkan bahwa genotip heterosigot
mutan GA juga tidak bermakna secara statistik antara penderita dan
control. Hasil ini bertentangan dengan hasil penelitian pada populasi
korea, yaitu genotip GA akan menyebabkan peningkatan terjadinya CLNS
(OR sebesar 2,11, 95 % Cl = 0,3811,68 ).2

Subjek yang memiliki genotip AA pada penderita CL adalah
sebanyak 36,8%, lebih kecil dari pasien normal yaitu sebanyak 63,2%,
namun perbedaan ini tidak bermakna (+?=0,489; p > 0,05). Dilihat
dari nilai odd rasio, peluang subjek yang memiliki genotin AA berpeluang
mengalami kejadian CL sebesar 0,661 kali dibandingkan dengan subjek
tanpa genotip AA, artinya subjek dengan genotip AA lebih mungkin untuk
tidak mengalami CL dibandingkan dengan subjek tanpa genotip AA.

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

Subjek
CL(%) Normal (%)
6 455 545 025 0651 1310 0407-4247
A 419 581 018 0610 0720 0,159- 3268

el ? P OddRmo  C195%

Tabel 2. Frekuensi genotip G-A pada penderita CL
dibandingkan dengan kontrol

g Subjek
Genotp m 2 P OddRaso  CI95%
GG 50,0 500 0182 0670 1389  0,306-6,303
GA 440 56,0 0015 0903 1071  0354-3246
M 36,8 632 0489 0484 0661  0207-2114

PEMBAHASAN

. Keuntungan paling besar dalam mengidentifikasi faktor genetik
sebagai penyebab penyakit bukan untuk terapi gen yang sepertinya
sangat menarik dan menjanjikan. Akan tetapi harus ditujukan untuk
pengobatan dan pencegahan terhadap penyakit, melalui
penanggulangan faktor lingkungan pada seseorang yang mempunyai
faktor risiko genetik. Misalnya, alkohol® dan merokok (Zeiger et al.,



2005) menambah resiko terhadap CL/P, dan juga ada bukti peran
pemberian asam folat dapat menurunkan risiko (Cammichael et al.,
2003). Sudah jelas bahwa ada interaksi antara produk gen ibu dan
bayinya, mendukung hipotesis bahwa variasi genetik terlibat pada risiko
terjadinya CB/L. Penelitian interaksi gerHingkungan pada celah orofasial
telah mengevaluasi gen 7GFA, TGF 43, MSX1, BCL3, dan RARA
kebiasaan-kebiasaan sebagai faktor lingkungan seperti merokok, minum
alkohol, dan vitamin.’

TGF a3 adalah suatu sitokin yang mengatur beragam fungsi
fisiologis termasuk proliferasi sel dan pertumbuhan, migrasi sel,
diferensiasi, faktor perkembangan, produksi matriks ekstraseluler, dan
respon kekebalan tubuh. Setiap subkelompok superfamili ini memulai
kaskade sinyal yang unik pada tahap intraseluler, gen ini dapat diaktifkan
oleh specific serine/threonine kinase receptor complexes. Pada
mamalia. Subfamili 7GF4terdiri dari tiga transformasi isoform faktor
pertumbuhan, 7GF &1, TGF 42, dan TGF 431415

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 dalam
proses perkembangan orofacial dan paru-paru.ts

Gen TGF a3berlokasi di kromosom 14924, menghasilkan sinyal
peptide. Gen TGFa3terdiri dari 412 asam amino, 100 pasangan basa
(pb) dengan 7 ekson dan 6 intron. Protein sinyal yang dihasilkan gen
TGF 43 mempunyai peran penting selama fusi palatum sekunder, sinyal
yangdihasilkan mengontrol secara langsung diferensiasi epitel ke
mesenkim di garis tengah antara daun-daun palatal.?

Menurut Lidral AC dkk. 1998, CLNS dapat disebabkan oleh
adanya keterlibatan dan interaksi 2-20 gen. Gen kandidat yang berpotensi
berperan dalam patogenesis deformitas kongenital dapat diidentifikasi
dari model hewan atau studi pada jaiingan dan ekspresi spesifik-tahap-
embrionik. Dari hasil penelitian yang dilakukanya menyebutkan bahwa
peran dari Gen 7GF 43 dalam terjadinya celah langitlangit sangatiah
bermakna.® ‘

Gen 7GF a3 merupakan salah satu penyebab CLNS juga
dijelaskan pada penelitian yang dilakukan oleh Mosiri dkk. (2009). la
mengungkapkan bahwa gangguan fungsi gen tersebut akan menyebabkan
kegagalan atau gangguan dari penyatuan dari palatum masa embrio
dari tikus percobaan.” Pada percobaan lain yang dilakukan pada tikus
knock out, menjelaskan mutasi gen 7GF 43 dapat menyebabkan
terjadinya celah palatum.1®
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Pada penelitian gen TGF 43 tikus kock-out memperlihatkan
polimorfisme ekson 2 dan 5 gen 7GF 43, yang dapat menyebabkan
terjadinya celah palatum. Sejalan dengan penelitian tersebut,
menyebutkan Polimorfisme dari gen 7GF43pada populasi orang Jepang,
mengungkapkan bahwa gen ini merupakan penyebab perkembangan
celah bibir dan palatum.'?> Namun, hasil penelitian ini berbeda pada
penelitian populasi orang Filipina, dimana tidak ditemukan hubungan
dari-mutasi gen 7GF 43 sebagai salah satu faktor penyebab kejadian
CLNS. Oleh karena itu, kemungkinan terdapat beberapa perbedaan
dalam gen penyebab CLNS apabila dihubungkan dengan populasi atau
negara yang berbeda.*?

Penelitian sebelumnya telah mengungkapkan lokasi terjadinya
mutasi pada Gen TGF 43pada regio intron 5, dan tidak menemukan
lokasi yang lain seperti, pada regio 5'UTR dan 3'UTR walaupun telah
dilakukan pengamatan yang sama pada regio yang tersebut termasuk
penguntaian semua ekson. Tidak ada mutasi dalam daerah koding
dalam kefompok kasus dan kontrol.*?

Penelitian yang dilakukan oleh Maestri dkk. yang dikutip oleh
Kim 2003 menemukan polimorfisme pada ekson 2 dan 5 dari gen 7GF
a3memiliki korelasi tinggi dengan celah palatum. Dari penelitian yang
dilakukan sebelumnya ditemukan sebuah nukleotida polimorfisme
tunggal dalam intron 5 dari 7GF 43berperan dalam keterlibatan kejadian
Celah Langit-langit Nonsindromik.? Nukleotida ini adalah mutasi A>G
pada posisi +104, relatif terhadap pertemuan ekson 5/intron 5
(IVS5+104A > G, déngan menggunakan enzim retriksi SfaN1).12

Pola mutasi gen 7GF 43 ditemukan pada regio intron 5.
Berdasarkan penelitian dari Kim dkk terhadap regio intron 5 gen 7GF
&3, ditemukan perubahan posisi nukleotida pada 104 pasangan basa
berupa perubahan nukieotida A menjadi G (A>G), menyebabkan adanya
mutasi spesifik pada gen 7GF a3 regio intron 5, populasi Korea yang
berhubungan dengan terjadinya CLNS. Pada penelitian lain oleh Lidral
AC dkk, menemukan mutasi berupa perubahan nukleotida dari T
menjadi C pada posisi intron 5.12

Pada penelitian lain menyatakan bahwa mayoritas mutasi pada
G104A di regio intron 5 gen 7GF 43tidaklah signifikan. Pernyataan ini
berdasarkan penelitian di Lithuania dimana tidak ditemukan adanya
mutasi pada regio intron 5 gen 7GF 83 G104A. Adanya berbagai
perbedaan hasil peneltian terhadap gen 7GF a3 dapat disebabkan karena
adanya perbedaan latar belakang ras yang mempengaruhi adanya
perbedaan genetik sehingga memungkinkan ditemukannya mutasi gen
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TGF 43 di regio yang berbeda dengan pola yang berbeda seperti pada
ras Deuteromelayu.

Sebagaimana yang ditulis oleh Tolarova yang dipublikasikan
pada tahun 2009 mengatakan bahwa, hubungan 7GF &3 dengan
kejadian CLNS menunjukkan hasil yang bertentangan, Lidral melakukan
penelitian pada populasi Filipina, Tanabe pada populasi Jepang yang
hasilnya menunjukkan tidak ada perbedaan yang signifikan antara
penderita dan kontrol pada subjek yang diteliti. Disisi lain, penelitian
yang dilakukan oleh Beaty pada anak kulit putih, Vieira pada anak Amerika
Selatan memberikan hasil bahwa mutasi gen 7GF 43 memberikan
kontribusi dalam teriadinya CENS.

Bukti terbaru yang dipublikasikan oleh Tanie menunjukkan bahwa
fungsi 7GF 43 di langit-langit embrio setidaknya sebagian dimediasi
melalui sistem Smad signalin. TGF 43 dinyatakan paling awal dan
ditemukan dalarn komponen epitel dari pal/atal shelves yang bergerak
vertikal selama proses palatogenesis. Percobaan yang dilakukan pada
tikus knock out menunjukkan bahwa adanya celah langit-langit temyatc
disebabkan oleh defisit 7GF 43, meskipun palatal shelves dinyatakan
berkembang secara normal, tapi ditemukan penurunan su/fat
proteoglycan condroitin pada permukaan apikal dari MEE. Perbaikan
jaringan selama fusi palatal melibatkan kombinasi dari degradasi
membran basal dan transformasi epithelio-mesenchymal, baik yang
berada di bawah kendali metaloproteinase matriks tertentu (MMPs)
dan inhibitor jaringan dari metaloproteinase (7/MPs). Dalam percobaan
ini, ditemukan berkurangnya ekspresi dari 77mp-2 dan MMP-13 dan
temyata ekspresi mereka sangat tergantung pada ekspresi 7TGF33.1°

Selain itu, adanya perbedaan polimorfisme diantara berbagai
populasi terutama pada regio intron 5 didasarkan pada letak daerah
tersebut merupakan daerah yang tidak membawa kode genetik. Akan
tetapi regio non koding tersebut pada beberapa gen memperiihatkan
fungsi yang berarti didalam proses ekspresi gen. Mutasi pada regio
intron tersebut biasanya dihubungkan dengan proses splicing, sehingga
terdapat dua kemungkinan adanya mutasi di regio tersebut. Pertama,
tidak menyebabkan perubahan pada proses transkripsi karena tidak
membentuk sekuen konsensus yang menyebabkan terjadinya splicing.
Kedua mutasi tersebut dapat menyebabkan perubahan yang
membentuk sekuen konsensus sehingga terjadi splicing pada tempat
bukan seharusnya, terjadilah kesalahan pembacaan pada proses
translasi, sehingga akan disintesis suatu protein yang salah.
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Walaupun gen 7GF 43 berperan penting pada terjadinya CB/L
NS, berdasarkan penelitian pada hewan dan manusia, proses
palatogenesis merupakan hal yang kompleks yang dapat melibatkan
gen-gen lainnya serta adanya peran muiltifaktorial, termasuk lingkungan.
Penelitian yang dilakukan oleh kartinen menunjukkan bahwa
Palatogenesis dan gen yang terlibat pada tikus dan manusia hampir
sama, tetapi pernyataan ini tidak sejalan dengan penelitian yang
dilakukan pada populasi lowa. Hal ini dapat dijelaskan bahwa kekurangan
penyatuan palatum, bukanlah sebuah penyebab umum pada CLNS pada
manusia, yang mengindikasikan bahwa etiologi perkembangan dari celah
palatum sekunder mungkin dapat berbeda pada manusia dan tikus.®

Penelitian kami tidak menunjukkan kebermaknaan pada
frekuensi alel dan genotip pasien CLNS dan kelompok kontrol. Hasil ini
kemungkinan disebabkan karena jumlah subjek yang sedikit, tetapi periu
dilakukan penelitian yang lebih luas pada populasi di Indonesia untuk
mendapatkan jawaban yang pasti.
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