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Abstrak: Mutasi gen NKX2.5, TBX5, GATA4, dan MYHG telah ditemukan pada DSA familial,
tetapi sampai saat ini belum ada penelitian tentang mutasi gen GATA4 dan MYHG6 pada DSA
sporadik. Tujuan penelitian ini untuk mengetahui apakah ada hubungan mutasi gen NKX2.5,
TBX5, GATA4, dan MYHG6 dengan DSA sekundum sporadik Subjek penelitian ini adalah pasien
DSA sekundum dan kontrol adalah pasien tanpa penyakit jantung bawaan yang memenuhi
kriteria inklusi. Penelitian merupakan penelitian epidemiologi genetik dengan rancangan
kasus kontrol. Untuk menguji hipotesis adanya hubungan mutasi gen NKX2.5, TBX5, GATA4,
dan MYH6 dengan DSA sekundum sporadik digunakan perhitungan Rasio Odds. Jumlah sampel
dihitung berdasarkan prevalensi. Deteksi mutasi gen NKX2.5, TBX5, GATA4, dan MYH6
dilakulan dengan pemeriksaan sekuensing terhadap isolasi DNA. Hasil penelitian menunjuldcan
tempat mutasi NKX2.5, GATA4, dan MYHG6 yang berbeda dengan penelitian terdahulu. Terdapat
hubungan mutasi gen NKX2.5, GATA4, dan MYHG6 dengan DSA sekundum sporadik (Rasio
Odds= 16,01; IK=13,97-18,05. Tidak ditemukan mutasi TBXS. Ditemukan tujuh anak DSA
sekundum sporadik dengan mutasi gen NKX2.5, GATA4, dan MYH6 yang terdiri dari satu
missense mutation gen NKX2.5, satu frameshift mutation dengan denovo mutation, satu mis-
sense mutation gen GATA4, dan empat missense mutations gen MYHG. Kesimpulan tempat
mutasi gen NKX2.5, GATA4, dan MYHG6 pada penelitian ini berbeda dengan penelitian
sebelumnya, terdapat hubungan bermakna mutasi gen NKX2.5, GATA4, dan MYH6 dengan DSA
sekundum sporadik. Ditemukan satu framehift mutations gen GATA4 yang merupakan de novo
mutations.

Kata kunci: DSA sporadik, NKX2,5, GATA4, TBX5, MYHG.
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Detection of NKX2.5, TBXS, GATA4, and MYH6 Gene Mutations
in Finding an Association with Sporadic Secundum Atrial Septal Defect
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Abstract: Mutations of NKX2.5, TBXS, GATA4, and MYH6 gene had been identified in familial
ASD, butuntil recently reports on GATA4 and MYH6 gene mutations in sporadic ASD was still not
available. The aim of this study was to determine the association between NKX2.5, TBX5, GATA4,
and MYHG gene mutations and sporadic secundum ASD. The subjects of this study were patients
with secundum ASD and the control group were patients without congenital heart disease. A
genetic epidemiology study was conducted with case control design to determine the association
between NKX2.5, TBXS, GATA4, and MYHG6 gene mutations and sporadic secundum ASD. Hy-
pothesis whether there was an association between NKX2.5, TBX5, GATA4, and MYHG6 gene
mutations and sporadic secundum ASD was tested by Odds Ratio calculation. The sample size
was calculated based on prevalence. Sequencing of DNA isolation was performed to detect NKX2.5,
TBXS, GATA4, and MYHG6 gene mutations. Results of the study revealed locations of NKX2.5,
GATA4, and MYHG6 gene mutations which differed from previous studies. There was an associa-
tion between NKX2.5, GATA4, and MYHG6 gene mutations and sporadic secundum ASD (Odds
Ratio=16.01; CI=13.97-18.05). Mutations of TBX5 gene was not found. Mutations of NKX2.5,
GATA4, and MYH6 gene were found in seven children with sporadic secundum ASD, comprised
of one NKX2.5 gene missense mutation, one frameshift mutation with de novo mutation, one
GATA4 gene missense mutation, and four MYHG gene missense mutations. As a conclusion,
locations of NKX2.5, GATA4, and MYH6 gene mutations in this study differ from previous studies.
There was an association between NKX2.5, GATA4, and MYHG6 gene mutations and sporadic
secundum ASD. One GATA4 gene frameshift mutation was found, which was de novo mutation

=
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Pendahuluan

Defek septum atrium (DSA) adalah terdapatnya defek
pada sekat yang memisahkan atrium kiri dan kanan serta
merupakan salah satu penyakit jantung bawaan (PJB).
Insidens DS A adalah satu di antara 1000 kelahiran atau 10%
diantara PJB."* Insidensi ini hampir sama antara satu negara
dan negara yang lain.! Angka kelahiran di Indonesia adalah
4 000 000 kelahiran/tahun.® Hal itu berarti akan terdapat
penambahan jumlah kasus DSA sebesar 4000 kasus pertahun.
Di antara seluruh tipe DSA, defek septum sekundum
merupakan tipe DSA yang paling sering terjadi, yaitu 85%
dari seluruh DSA ** DSA adalah suatu penyakit yang
penyebabnya multifaktor, yaitu faktor genetik, faktor
nongenetik dan interaksi faktor genetik dan non genetik.%**
Faktor genetik yang telah dilaporkan berperan pada DSA
familial adalah mutasi gen NKX2.5, TBXS, GATA4 dan
MYH62% Pada DSA sporadik mutasi gen yang telah
dilaporkan adalah mutasi gen NKX2.5'¢ dan TBXS5,"
sedangkan mutasi gen GATA4 dan MYH6 pada DSA
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sporadik belum pernah dilaporkan. Walaupun penelitian
tentang mutasi gen NKX2.5 dan TBXS5 telah dilakukan pada
DSA sporadik, tetapi dengan adanya perbedaan kultur dan
budaya dimungkinkan untuk menemukan tempat mutasi yang
berbeda dengan penelitian sebelumnya. Tujuan penelitian
ini adalah untuk mengetahui tempat mutasi gen NKX2.5,
TBXS, GATA4, dan MYHS6 pada tiap ekson penderita DSA
sekundum sporadik dan mengetahui hubungan mutasi gen
NKX2.5, TBXS, GATA4, dan MYHO6 dengan DSA sekundum
sporadik.

Metode

Populasi penelitian adalah pasien DSA sekundum yang
datang ke instalasi rawat jalan dan instalasi gawat darurat,
serta yang dirawat di instalasi rawat inap Bagian Ilmu
Kesehatan Anak RS dr. Hasan Sadikin Bandung. Pasien yang
didiagnosis DSA sekundum dan memenuhi kriteria inklusi
dimasukkan ke dalam kelompok DSA sekundum sporadik,
sedangkan pasien bukan penyakit jantung bawaan
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dimasukkan ke kelompok kontrol. Diagnosis ditegakkan
berdasarkan anamnesis, pemeriksaan fisik, elektrokardiografi,
foto toraks, dan ekokardiografi yang dilakukan oleh
konsultan kardiologi anak. Kriteria inklusi: a) Sampel adalah
pasien DSA sekundum. b) Kontrol adalah pasien yang datang
ke Bagian Ilmu Kesehatan Anak RS dr. Hasan Sadikin
Bandung yang tidak memiliki penyakit jantung bawaan. c)
Pasien DSA sekundum dan kontrol adalah anak kandung.
Kriteria eksklusi: a) Pasien DSA sekundum atau kontrol yang
disertai riwayat keluarga dengan penyakit jantung bawaan.
b) Pasien DSA sckundum dengan kelainan kardiak lain. ¢)
Pasien DSA sekundum dan kontrol dengan kelainan bawaan
ekstrakardiak.

Sampel penelitian diambil berdasarkan urutan
kedatangan pasien (consecutive sampling from admission)
sampai jumlah sampel terpenuhi. Jumlah sampel dihitung
berdasarkan prevalensi dengan rumus:

2 p(1-p)
2

82

Sehingga n minimal yang diambil adalah 97

Penelitian ini merupakan penelitian epidemiologi genetik
pada DSA sekundum sporadik dengan rancangan kasus
kontrol untuk hubungan mutasi gen NKX2.5, TBX5, GATA4,
dan MYH6. Untuk menguji hipotesis adanya hubungan
mutasi gen NKX2.5, TBX5, GATA4, danMYH6 dengan DSA
sekundum sporadik digunakan perhitungan Rasio Odds.

Pasien pada kelompok DSA sekundum dan kelompok
kontrol yang memenuhi kriteria inklusi dan tidak termasuk
kriteria eksklusi diambil darah vena sebanyak 6 mL, disimpan
di dalam tabung EDTA. Lima mL sampel darah dilakukan
isolasi DNA, sedangkan 1 mL disimpan pada suhu -80°C
(sebagai bahan cadangan jika isolasi DNA rusak). Isolasi
DNA dilakukan di Unit Penelitian Kedokteran FK Unpad
Bandung. Hasil isolasi DNA dibawa ke Department of Hu-
man Genetics, Yokohama City University Graduate School
of Medicine Jepang untuk dilakukan sekuensing DNA.
Penelitian dilakukan setelah mendapat persetujuan komisi
etik.

Hasil

Selama kurun waktu pengumpulan bahan/sampel, Juli
2006 sampai 30 Juli 2007 di Rumah Sakit Dr Hasan Sadikin
Bandung, didapatkan 110 anak DSA sekundum sporadik dan
110 anak bukan penderita PJB sebagai kontrol yang
memenuhi kriteria inklusi.

Ditemukan mutasi gen NKX2.5, GATA4, dan MYH6
pada tujuh anak DSA sekundum sporadik dan tidak ditemukan
mutasi gen TBXS5 (Gambar 1). Jenis dan jumlah tempat mutasi
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adalah: NKX2.5 satu tempat dan MYH6 tiga tempat mutasi
pada satu anak DSA; GATA4 dua tempat mutasi pada dua
anak DSA sekundum sporadik, satu di antaranya disertai satu
tempat mutasi MYH6; MYH6 delapan tempat mutasi pada
empat anak DSA (Gambar 2 ). Jenis mutasi yang terjadi pada
DSA sekundum sporadik terlihat pada Gambar 3.

Pada sampel CHD71 yang mengalami mutasi NKX2.5
dan MYH6, sampel CHD98 yang mengalami mutasi GATA4
dan MYH6, serta sampel CHD129 yang mengalami mutasi
GATAA4, dilakukan pemeriksaan mutasi gen pada kedua
orangtua dan saudara kandung yang lain, ternyata tidak
didapatkan mutasi baik pada orangtua maupun saudara
kandung. Pada sampel yang mengalami mutasi MYHG6 tidak
dilakukan pemeriksaan mutasi gen pada orangtua maupun
saudara kandung yang lain karena keterbatasan biaya.

7 DSA sekundum sporadik
Mutasi NKX2.5, GATA4,MYH6

1DSA 2DSA 4DSA
Mutasi NKX2.5 Mutasi GATA4 | | Mutasi MYHG

CHD98 CHDT1 CHD129
Mutasi NKX2.5 Mutasi GATA4 Mutasi GATA4
Mutasi MYH6 M VLG

Gambar 1. Skema Anak DSA Sekundum Sporadik dengan
Mutasi NKX2.5, GATA4, dan MYH6

11 Tempat mutasi
NKX2.5, GATA4 dan MYH6

I 8 tempat

Mutasi MYHE

1 tempat
Mutasi NKX2.5

Gambar 2. Skema Tempat Mutasi NKX2.5, GATA4, dan MYH6

Mutasi MYH6

2 tempat
Mutasi GATA4

[MutasiNKOX25 | | Mutasi GATA4 |
1DSA
Missense mutations
1DSA : 4DSA
1DSA Frameshift mutations Missense mutations
4 2 Nonsense mutations
Missense mutations

Gambar 3. Skema Anak DSA Sekundum Sporadik dengan
Jenis Mutasi Gen (Missense Mutation, Frameshift
Mutations, Nonsense Mutations)
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c.341_342insA

i

Double peak

Gambar 4. Frameshift Mutation gen GATA4 pada CHD71

Hasil sekuensing DNA pada penelitian ini menunjukkan
mutasi gen GATA4 pada CHD71 yaitu terdapatnya insersi A
(adenine=a) diantara nukleotidano 341 dan 342 (c341_342)
dan terdapat double peak, menunjukkan mutasi yang terjadi
adalah frameshift mutation (Gambar 4).

Penelitian ini menunjukkan terdapat hubungan mutasi
gen NKX2.5, GATA4, dan MYH6 dengan DSA sekundum
sporadik (Rasio Odds= 16,01; IK= 13,97-18,05). (Tabel 1)

Tabel 1. Hubungan Mutasi Gen dengan DSA Sekundum

Pada Tabel 1 tersebut hubungan mutasi gen NKX2.5,
GATA4, dan MYH6 pada DSA sekundum sporadik dilakukan
perhitungan statistik dengan menggabungkan ketiga jenis
mutasi NKX2.5, GATA4, dan MYHG6. Tabel 2 adalah
perhitungan statistik masing masing mutasi gen NKX2.5,
GATA4, dan MYHG6 dengan DSA sekundum sporadik.

Tabel 2 Hubungan Masing Masing Mutasi Gen NKX2.5, GATA4,
dan MYH6 dengan DSA Sekundum Sporadik

Sporadik Mutasi gen Rasio Odds Interval kepercayaan
DSA Kontrol Jumlah NKX2.5 3,03 2,70-3,35
] GATA4 5,09 4,49-5,69
Mutasi Gen (+) 7 - 2 MYHS6 28,05 24,42-31,6
Mutasi Gen (-) 103 110
110 110 220

Rasio Odds=16,01, IK=13,97-18,05

Gangguan sintesa protein

DA sequence-specific
tra, ns’g’iption Ffactors

DNA pembentuk DMNA g2
Septum atrium :

Eukaryvotic promoter

DMA faktor transkripsi ,
MR KE5,38T4
——— }

Mutasi pe

L b

Gangguan sintesa protein
Septum Atrium

Gambar 4. Mekanisme Gen NKX2.5 dan GATA4 Sebagai Faktor Transkripsi dan MYHG6 yang Bukan Faktor
Transkripsi Sebagai Penyebab DSA Modifikasi dari Lewin 22
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Diskusi

DSA adalah termasuk PJB yang dapat disebabkan oleh
faktor genetik. Penelitian sebelumnya menunjukkan peran
mutasi gen NKX2.5, GATA4, MYH6, dan TBX5 padaDSA.
GenNKX2.5, GATA4, dan TBX5 merupakan faktor transkripsi,
yaitu suatu faktor yang menghasilkan protein yang dapat
mempengaruhi gen lain Sedangkan gen MYH6 berperan pada
sintesis protein pembentuk septum atrium.>* (Gambar 4)

Dalam penelitian ini ditemukan mutasi GATA4 berupa
terdapatnya insersi A pada c 341. Insersi A ini menyebabkan
urutan nukleotida bergeser schingga asam amino yang dikode
menjadi berubah. Walaupun dua asam amino yang pertama

tidak berubah (Thyr dan Gly), tetapi asam amino urutan
selanjutnya berubah dan dikenal sebagai firame shift muta-
tion yang akan menimbulkan premature stop codon. Hal itu
menyebabkan sintesis protein terhenti lebih awal sehingga
ferpdipenicshan stikiurproten 24 GATA4 merupakan gen
faktor transkripsi yang akan menyebabkan perubahan
struktur protein faktor transkripsi'’ sehingga menyebabkan
gangguan pada daerah sequence specific transcription fac-
tors gene DNA dan akan mengkode asam amino pembentuk
septum atrium schingga pada akhirnya struktur protein
pembentuk septum atrium juga berubah dan terjadilah DSA.
(Gambar 5)

ey

CTCCTTCCCGGGGACC 4-CCGGETCOL

CHECCGCC |

Th Gly Ber Lr 4 4is Ala Ala |

I CTTCTCCTTCCCGGGGAC

STCCOTEOOAECOECT

[cTTCTCCTTECCGGGGAC | [coaaTeooTaeUsaEoGas |

INSERSI A

200
]

‘ Frame shift mutation i

L2

[[Trr iy Ser 1.0u Ats Ala Aln |

veer.....Stop kodon

/ =
n90

J Monsense mutation ,

§

L]
veeie.......Stop kodon

‘ [ Thr Gly Pro Cys su3 Pro |

[ Stop kodon timbui lebih awal l

l

Pembentukan protein terhenti lebih awal I

Gangguan protein GATA4
Faktor transkripsi

pembentuk septum
inter atrium

DNA yang mengkode asam amino

DNA

DN sequence-specific
ranscription factors

Gangguan pada daerah Daerah ekson
DNA sequence specific Juga terganggu
Transcriptions factor
z
[ Kode asam amino terganggu ‘

Sintesa protein pembentuk
Septum inter atrium
terganggu

Defek Septum atrium }

Gambar 5. Mekanisme Frame Shift Mutation dan Nonsense Mutation pada DSA
Keterangan: mutasi GATA4 pada CHD71 Ex010¢.341_342insA (p.Thr114Thr: 95¢Kodon)
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Pemeriksaan yang dilakukan pada kedua orangtua dan
saudara kandung tidak menunjukkan adanya mutasi GATA4
sehingga mutasi yang terjadi pada pasien ini adalah de novo
mutation. Hal ini merupakan laporan pertama mutasi GATA4
padaDSA sporadik. Penelitan yang dilakukan O kuooet al?,
menunjukkan sembilan di antara 11 DSA familial mengalami
mutasi GATA4, mutasi yang terjadi adalah delesi c1074 pada
ekson 6, sedangkan mutasi GATA4 pada DSA sporadik belum
pernah dilaporkan. :

Pada CHD71 juga ditemukan mutasi MYH6 yaitu Ex34
IVS34+22 a>g_tetapi mutasi yang terjadi terletak pada intron
vang tidak berdekatan dengan ckson sehingga tidak

menyebabkan gangguan proses splicing,” maka pada
CHDO071 penyebab DSA adalah mutasi GATA4.

Mutasi gen NKX2.5 dan MYH6 pada penelitian ini adalah
missense mutations yang tidak menyebabkan timbulnya pre-
mature stop codon, hanya menyebabkan terjadinya peru-
bahan pembentukan asam amino. (Gambar 6) Pada penelitian
ini interaksi antara mutasi gen NKX2.5, MYH6 dan faktor
lingkungan menyebabkan terjadinya DSA sekundum. Tempat
mutasi NKX2.45 dan MYH6 pada penelitian ini berbeda
dengan penelitian sebelumnya (Gambar 7 dan 8), hal ini
disebabkan karena adanya perbedaan kultur dan budaya yang
bertindak sebagai filter pada ekspresi genetik seseorang.”

CTTCTCCTTCCCGGGGACC ACT CBECCECT
l CTTCTCCTTCCCGGGGAC COESTCCOTHEUEGLOGON )
[cTTeTecTTeccaaagAc | [caeaTee:
"
‘ CTTCTCCTTCCCGGGGAC A LiaGET S CTGRCABICHOL ]
EﬂCTCCTrCCCGGGGAC A CGGGTLCCTGGCMRICCEUT l
454
l 2nd base in codon
UC AIG
| TTG GAT TCA TAC Normal SEIEAEAEEP
5 leu | Ser | WitPisioe | A &
'g Lou | Ser | 708§ Tip [ §
<= .,g. ad feuy | Pro His Arg 5] o
s |Clim i a3
E ten | Pio Sla mg (5] §
| TTG GAT CCATA( Mutasi EalEElEiET]S
ElEl=iEis
152
| Fhe 2hs Qar ! o Atz Als Ala
No Mutasi gen
LCys Asp Ser Tyr Arg ‘ l Normal { Sl
1 |CHD38 | MYH6Ex27 ¢.4060G>C(p.Glul354Gln)
@ Ex27 ¢.4060-4061A>T(p.Glul354Val)
Ex34 ¢.5403G>T(p.Glul801Asp)
LCys Asp Pro Tyr Arg . Mutasi Ex34 ¢.5410C>A(p.GIn1804Lys)
2 | CHD45 | MYHS6 Ex19 ¢.2611C>T(p.Arg871Cys)
3 |CHDS6 |MYH6 Ex26 ¢.3883G>C(p.Glul2956GIn
Ex30 ¢4527G>A(p.Glul 509GIu)
: - Ex31 c.4778A>T(p.Glnl593L
Gambar Missense mutasi ¢.454 - (pOn15%len)
Ex31 ¢.4838T>C(p.Vall613Ala)
4 |CHDS9 | MYH6 Ex24 ¢.3598G>A(p.Aspl200Asn)
5 | CHDOS | NEX2S Fx02 c454T>CipSerl 52Pro)
6 | CHDI129 | GATA4. Ex01 c¢454G>C(p.Alal 52Pro)

Gambar 6. Missense Mutations pada NKX2.5, GATA4, dan MYH6
Keterangan: NKX2.5 Ex02 ¢.454T>C (p.Ser152Pro)
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114 Cys-Ser,

114 Cys-Arg;

183 Lys-Glu
Reamon Buertnerr

GlIn198ter

l Penelitian sebelumnya

Penelitian ini

E Penelitian ini Glu203Gly

Gambar 7. Perbandingan Tempat Mutasi NKX2.5 pada Pene-
litian Ini dan Penelitian Sebelumnya

mutasi yang terjadi merupakan frameshift mutation yang
menimbulkan pembentukan premature stop codon.

Ucapan terima kasih

Penelitian ini mendapat dukungan dana dari Research
Grant from the Ministry of Health, Labour and Welfare dan
Grant-in-Aid for Scientific Research on Priority Areas from
the Ministry of Education, Culture, Sports, Science and
Technology of Japan. Ucapan terimakasih ditujukan kepada
Prof Naomichi Matsumoto MD, PhD dan Haruka Hamanoue,
MD dari Departments of Human Genetics Yokohama City
University Graduate School of Medicine, Yokohama, Jepang
yang telah membantu melaksanakan sekuensing DNA pada
penelitian ini

Daftar Pustaka

1. Hoffman JIE, Kaplan S. The incidence of congenital heart dis-
ease. J Am Coll Cardiol. 2002;39:1890-900.

2. Porter CJ, Feldt RH, Edwards WD, Seward JB, Schaff HV. Atrial
septal defects. Dalam: Allen HD, Gutgesell HP, Clark EB, Driscoll

c.2611C>T(p.Arg871Cys)

Ex 21

c 18429 T>A
p [le820As
(Ching)

©.3598G>A(p.Asp1200Asn)

¢.3883G>C(p.Glu12956GIn
¢.4060G>C(p.Glu1354Gln)
¢.4060-4061A>T(p.Glu1354Val)

Penelitian sebelumnya

Penelitian ini

¢.5403G>T(p.Glu1801Asp)
¢.5410C>A(p.Gln1804Lys)

0.4778A>lT(p.GIn1 593Leu)

Ex19 Ex21 Ex24 Ex26

Ex31 Ex34

Gambar 8. Perbandingan Tempat Mutasi MYH6 pada Penelitian ini, yang Merupakan Missense Mutations,

dengan Penelitian Sebelumnya

Kesimpulan
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gen NKX2.5, dan MYH6 berhubungan dengan terjadinya
DSA sekundum sporadik, karena mutasi yang terjadi adalah
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codon, sedangkan mutasi gen GATA4 pada penelitian ini
adalah penyebab terjadinya DSA sekundum sporadik karena
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