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Abstrak
Talasemia merupakan penyakit kelainan darah merah yang menjadi salah satu penyebab kematian dan kesakitan di Indonesia. Penyakit ini terjadi akibat kelainan genetik yang berdampak pada ketidakmampuan seseorang dalam menyintesis rantai globin. Rantai globin merupakan salah satu penyusun hemoglobin sehingga rantai globin yang menurun atau tidak terbentuk akan menyebabkan penurunan produksi eritrosit. Kelainan ini bermanifestasi klinis beragam mulai anemia, pucat, lemah, nyeri, kelainan pada tulang hingga ikterus dan hepatosplenomegali. Diagnosis talasemia pada umumnya hanya menggunakan pemeriksaan hematologi lengkap mencakup hitung jumlah eritrosit, kadar hemoglobin, kadar hematokrit, MCV dan MCH, pemeriksaan darah samar serta elektroforesis hemoglobin. Pemeriksaan genetik dalam pendekatan diagnosis berbasis molekuler merupakan pemeriksaan yang akan memberikan hasil perubahan sekuens gen atau mutasi genetik yang akan berpengaruh pada tingkat keparahan dan efektivitas terapi pasien talasemia. Diagnosis molekuler dapat dilakukan dalam upaya meningkatkan kualitas hidup pasien.
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The Molecular-Based Diagnostic Approach on Thalassemia Patient

Abstract
Thalassemia is a red blood disorder which is one of the causes of death and illness in Indonesia. This disease occurs due to genetic disorders that affect the inability of a person to synthesize globin chains. The globin chain is one of the constituents of hemoglobin so that a globin chain that decreases or does not form will cause a decrease in erythrocyte production. This disorder has various clinical manifestations ranging from anemia, pale, fatigue, pain, abnormalities in the bone (thalassemic facie) to jaundice and hepatosplenomegaly. The diagnosis of thalassemia in general only uses a complete blood count including calculating the number of erythrocytes, hemoglobin levels, hematocrit levels, MCV and MCH, blood smear examination and hemoglobin electrophoresis. The genetic examination on molecular-based diagnostic approach is an examination to get a results of changes in gene sequences or genetic mutations that will affect the severity and effectiveness of therapy of thalassemia patients. Molecular diagnosis can be made in an effort to improve the quality of life of patients.
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Pendahuluan
	Talasemia merupakan masalah kesehatan di dunia. Penyakit ini tersebar luas pada populasi dunia termasuk negara-negara Mediterania, Afrika, Asia Selatan, Asia Tenggara. Pada populasi dunia diperkirakan 5% mempunyai varian globin yang diantaranya 1,7% merupakan α dan β talasemia trait atau setara dengan 4,4 penderita pada setiap 1000 kelahiran.1 Setiap tahunnya, diperkirakan 2500 bayi baru lahir dengan talasemia yang menimbulkan angka kematian dan kesakitan yang tinggi di Indonesia. Prevalensi pembawa sifat talasemia di Indonesia diperkirakan 1-10% (talasemia-α) dan 3,7% (thalassemia-β)2,3 
	Talasemia merupakan penyakit kelainan darah genetik yang menyebabkan penurunan produksi hemoglobin akibat penurunan atau tidak terbentuknya rantai globin (α-globin dan β-globin). Rantai globin merupakan protein fungsional pembentuk hemoglobin yang berfungsi untuk mengikat oksigen pada darah.4,5 Hal ini dapat menimbulkan berkurangnya atau tidak terdapatnya sel darah merah di dalam tubuh yang akan menimbulkan masalah kesehatan seperti anemia, pucat, nyeri, lemah dan kelainan pada tulang (thalassemic facie) serta ikterus dan hepatosplenomegali.6 
	Pada umumnya, talasemia diklasifikasikan menjadi 2 tipe yaitu talasemia α dan talasemia β. Talasemia α disebabkan oleh mutasi pada gen HBA1 dan/atau HBA2 kromosom 16 sedangkan Talasemia β disebabkan oleh mutasi pada ge HBB kromosom 11. Keduanya diturunkan secara resesif autosomal.4,7 Manifestasi klinis yang ditimbulkan berdasarkan varian globin yang terkena defek. Oleh karena itu, terapi yang diberikan termasuk pemberian transfusi darah akan diselaraskan dengan varian globin yang bermutasi.8 
	Diagnosis talasemia secara konvensional dapat dilakukan dengan pemeriksaan darah tepi dan pemeriksaan darah lengkap seperti hitung jumlah eritrosit, kadar hemoglobin, kadar hematokrit, mean corpuscle volume (MCV) dan mean hemoglobin volume (MHV) serta elektroforesis hemoglobin. Pemeriksaan laboratorium lainnya juga dilakukan seperti pemeriksaan kadar ferritin serum, total iron binding capacity (TIBC), protoporpirin zink dan kadar transferrin.9 
Pendekatan diagnosis berbasis molekuler dikembangkan guna mencari defek atau mutasi pada gen atau genom suatu individu. Diagnosis genetik dilakukan menggunakan analisis genetik isolat DNA dan melakukan sekuensing serta penerjemahan dan penyelarasan pada gene bank. Hal ini dapat memberikan gambaran mutasi pada varian hemoglobin agar terapi yang diberikan efektif. Pemberian terapi yang tepat dan efektif dapat meningkatkan kualitas hidup dari pasien talasemia.10,11,12

Isi
Talasemia merupakan salah satu penyakit hemoglobinopati yaitu ketidakmampuan tubuh dalam membentuk hemoglobin. Pada kelainan ini didapatkan eritrosit yang tidak paten atau tidak fungsional. Hal ini dikarenakan kurangnya atau tidak terbentuknya rantai globin (α-globin dan β-globin)  yang merupakan salah satu pembentuk hemoglobin. Defisit atau defek pada rantai globin ini disebabkan oleh defek atau mutasi genetik. Penurunan genetik yang terjadi pada kelainan ini bersifat resesif autosomal. Sifat yang diturunkan berdasarkan kromosom pewaris sifat dengan penderita berupa autosomal homozigot. Hal ini mengindikasikan terdapat 1 alel gen talasemia yang diturunkan oleh masing-masing pewaris sifat.4,13 
Secara patofisiologis, pasien talasemia akan mengalami anemia hemolitik kronik yang berkelanjutan. Keadaan ini dikarenakan defisiensi parsial atau total pada sintesis rantai α-globin atau rantai β-globin yang merupakan pembentuk hemoglobin pada dewasa (major HbA atau tetramer α2β2). Rantai globin yang tidak berpasangan akan cenderung tidak stabil. Keadaan ini akan menimbulkan respons intraselular yaitu hemolisis dari eritrosit. Peningkatan keadaan hemolisis eritrosit mengakibatkan destruksi prematur dengan cara apoptosis dan menurunkan life-span eritrosit. Distribusi dan perfusi darah ke jaringan akan menurun berbanding lurus dengan menurunnya produksi dan meningkatnya destruksi eritrosit. Pada fase ini, pasien talasemia mengalami gejala anemia, pucat dan lemah.14  Pada kondisi lebih lanjut destruksi Hb, heme dan besi akan menimbulkan jejas seluler berupa stres oksidatif. Stres oksidatif dipicu oleh spesies oksigen reaktif yang dihasilkan dari proses reaksi katalisasi kimiawi destruksi eritrosit. Sifat yang ditimbulkan oleh spesies oksigen oksidatif adalah toksik dan dapat menimbulkan masalah di organ seperti hepar dan spleen serta organ endokrin lainnya.15,16 Keadaan anemia kronik akan terasosiasi dengan hipoksemia yaitu menurunnya saturasi oksigen di jaringan. Jaringan dari tubuh akan melakukan homeostasis berupa pengaktivasi hormon pembentuk eritrosit atau eritropoetin. Sensitasi eritropoetin diharapkan dapat membuat keadaan menjadi fisiologis.17 Pada pasien talasemia eritropoetin tidak mampu membentuk eritrosit paten. Ketidakmampuan hormon ini membentuk eritrosit disebut inefektif eritropoeisis. Eritropoesis ekstramedula primer akan dibentuk oleh hepar dan spleen sebagai komponsasi dari keadaan tersebut.  Perubahan struktur dan fungsi dengan keadaan hemolitik terus menerus akan menimbulkan manifestasi mulai dari ikterus hingga hepatosplenomegali.18 Kompensasi tubuh lainnya menggunakan mekanisme destruksi kortikal dari tulang yang dapat menyebabkan kelainan pemipihan pada tulang wajah (thalassemic facie), kerapuhan pada tulang (osteoporosis) dan rentan terjadi fraktur pada tulang panjang pasien. Di sisi lain, absorpsi besi tanpa penggunaan yang efektif dapat menimbulkan pengendapan besi pada organ tertentu, mulai dari kulit akan menimbulkan gambaran bronze skin atau kulit keabuan hingga hemosiderosis pada organ vital lainnya (organ endokrin, jantung). Hal ini dapat diperparah dengan pemberian terapi tranfusi darah tanpa kelasi besi.16,18 
Pada umumnya, talasemia dibagi menjadi 2 klasifikasi berdasarkan defek pada rantai globinnya yaitu talasemia-α dan talasemia-β. Perubahan sekuens gen dapat menimbulkan beberapa penyakit dan manifestasi klinis yang berbeda-beda. Talasemia-α disebabkan oleh defek delesi satu atau lebih pada gen HBA1 dan/atau HBA2 pada kromosom 16. Delesi pada gen tunggal (-α/αα) akan menghasilkan talasemia-α silent karier dengan keadaan asimptomatik dan hematologi normal. Delesi pada 2 gen (--/αα) akan menyebabkan talasemia-α trait (minor) dengan mikrositosis dan tidak terdapat anemia. Pada delesi 3 gen (--/-α) menyebabkan talasemia-α intermedia atau HbH disease (rantai beta4) dengan anemia hemolitik, inefektif eritropoesis, kelaian tulang dan splenomegali. Delesi 4 gen (--/--) akan menyebabkan talasemia-α mayor dan Hb Bart’s syndrome (rantai gamma4). Keadaan ini dapat menyebabkan hydrops fetalis pada fetus dan bersifat letal.7,20,21 
Talasemia-β disebabkan oleh kebanyakan mutasi titik (200 mutasi) dan sedikit delesi gen HBB pada kromosom 11. Produksi rantai globin β berkisar dari hampir normal hingga tidak ada sama sekali, bergantung kepada tingkat kelebihan rantai globin α atau produksi rantai globin β. Mutasi atau defek genetik menyebabkan kerusakan pada pemrosesan mRNA, translasi mRNA dan stabilisasi protein. Mutasi talasemia-β dikategorikan menjadi talasemia-βo- (talasemia mayor atau Cooley thalassemia), talasemia-β+- (talasemia intermedia) dan talasemia-β++- (talasemia minor atau talasemia trait atau talasemia karier) bergantung pada tingkat ekspresi dari gen globin yang termutasi dan sejauh mana output rantai-β berkurang. Mutasi yang benar-benar menghapuskan produksi β-globin dikenal sebagai thalassemia-β0 (tingkat keparahan tinggi), yang meliputi mutasi kodon inisiasi, nonsense mutation, frameshifts, dan mutasi yang melibatkan penyambungan dan pemrosesan RNA. Sebaliknya, alel talasemia-β+ ditandai oleh penurunan rantai β yang ringan hingga sedang yang disebabkan oleh mutasi pada area promotor (baik kotak CACCC atau TATA), polyadenylation signal dan 5’ atau 3’ wilayah yang tidak diterjemahkan atau kelainan penyambungan dan pemisahan. Selanjutnya, alel talasemia-β++ disebabkan oleh mutasi pada promoter atau daerah 5’ mRNA yang diterjemahkan secara bertahap dan mereka hanya memiliki sedikit efek pada produksi rantai β-globin.7,21,22 
Diagnosis talasemia dimulai anamnesis berupa gejala dan tanda diserta riwayat keluarga pasien. Pemeriksaan darah lengkap berupa hitung jumlah eritrosit, kadar hemoglobin, kadar hematokrit, MCV (<80fl), MCH (<27pg). Pemeriksaan darah samar didapatkan lapang pandang mikrositik hipokromatik. Kadar ferritin serum >12ng/ml. Pemeriksaan selanjutnya adalah elektroforesis hemoglobin yaitu memisahkan varian hemoglobin termasuk hemoglobin A, hemoglobin F, hemoglobin A2, hemoglobin S dan C. Teknik sebagai berikut cellulose acetate electrophoresis alkaline pH, citrate agar electrophoresis acidic pH, supravital staining with brilliant cresyl blue (diagnosis definitive talasemia-α), isoelectric focusing (resolusi baik, sering digunakan secara luas). High-performance liquid chromatography (HPLC) merupakan metode pemisahan hemoglobin dengan prinsip kerja pertukaran kation kromatografi. HPLC digunakan sebagai alat ukur kuantitatif pada pemeriksaan elektroforesis hemoglobin.9,10 
Modalitas diagnosis berbasis pemeriksaan protein mempunyai keunggulan efektif biaya dan efisiensi waktu namun mempunya resolusi yang rendah dan tidak dapat memberikan gambaran defek atau gangguan genetik yang spesifik. Hal ini dapat memicu ketidakakuratan pada pemberian terapi pasien talasemia yang akan berakibat pada peningkatan komplikasi akibat terapi yang tidak tepat. Oleh karena itu, beberapa cara untuk mendiagnosis talasemia telah dikembangkan sampai saat ini, salah satunya adalah pemeriksaan genetik dengan pendekatan berbasis molekuler.10,23 
Pemeriksaan genetik dengan pendekatan berbasis molekuler mempengaruhi akurasi hasil diagnosis dan penilaian tingkat keparahan talasemia. Pendekatan diagnosis berbasis molekuler juga dapat melihat defek atau gangguan genetik. Hal ini dapat menjadi acuan terhadap pemberian terapi pasien talasemia sesuai dengan manifestasi klinik dan tingkat keparahan pasien talasemia.24 
Pada era sebelum pemeriksaan DNA dilakukan pemeriksaan genetik dalam pendekatan diagnosis berbasis molekuler sudah mulai digunakan yaitu dengan menganalisis sintesis rantai globin untuk mengetahui tingkat keparahan pasien. Diagnosis molekuler telah diterapkan untuk kasus talasemia dan hemoglobinopati lainnya. Pada awal perjalanan diagnosis genetik, PCR-based techniques digunakan untuk mendiagnosis mutasi gen globin yang belum diketahui. Pemeriksaan ini sangat terbatas dan belum spesifik dapat mendeteksi perubahan sekuens genetik.23
Pemeriksaan lainnya dalam jumlah besar dapat mengetahui substitusi nukleotida tunggal, insersi maupun delesi yaitu menggunakan Gap-PCR. Pemeriksaan ini belum bisa menemukan point mutation dan membutuhkan primer spesifik untuk mendeteksi delesi yang tepat. Pemeriksaan ini dapat digunakan untuk mendiagnosis dan mengetahui defek genetik pada pasien talasemia-α, namun belum efektif untuk mengetahui defek genetik pada talasemia-β. Selanjutnya, pemeriksaan DNA reverse-dot-blot dapat mendeteksi delesi besar dan lebih spesifik. Sehingga DNA reverse-dot-blot dan Gap-PCR dapat digunakan untuk mengetahui delesi gen pada talasemia-α.25,26
Pada pasien talasemia-β, Sanger-sequencing merupakan metode pemeriksaan yang sering digunakan. Pemeriksaan ini dapat menggambarkan mutasi titik dengan metode pembeda varian globin. Hal ini dikarenakan talasemia-β banyak disebabkan oleh mutasi titik. Sekuens DNA gen HBB pada kromosom 11 lebih sederhana dibandingkan gen HBA yang memungkinkan pemeriksaan dengan teknik yang lebih sederhana untuk menekan biaya pemeriksaan. Penggunaan metode reverse-dot-blot dengan mendeteksi enzim terkait streptavidin melalui hibridisasi biotin DNA ke membran oligonukleotida pasien dapat mendeteksi adanya beberapa mutasi genetik  PCR spesifikasi alel digunakan oleh populasi di Asia Tenggara dan India untuk dijadikan metode diagnosis berbasis molekuler.10,11,23,24
Pengembangan metode pemeriksaan menghasilkan teknologi yang secara spesifik dapat melihat hasil karakterisasi mutasi dan delesi pada seluruh gen globin dalam satu paralel. Metode yang digunakan adalah next-generation sequencing. Pemeriksaan dapat dilakukan pada seluruh genom, seluruh exon, atau wilayah spesifik yang ingin diperiksa dari suatu genom. 10,24,27

Ringkasan
Talasemia merupakan kelaian darah merah genetik yang diturunkan secara resesif autosom. Talasemia disebabkan oleh defek atau gangguan genetik pada gen rantai globin (rantai α dan β) sehingga hemoglobin tidak terbentuk dan menimbulkan manifestasi klinis berupa anemia, pucat, nyeri, lemah, kelainan pada tulang (thalassemic facie) hingga ikterus dan hepatosplenomegali. Perbedaan varian hemoglobin yang mengalami defek menyebabkan perbedaan manifestasi klinis yang berimplikasi kepada tingkat keparahan dan pemberian terapi efektif.
Diagnosis talasemia dapat menggunakan pendekatan berbasis pemeriksaan protein dan molekuler. Pemeriksaan pertama yang harus dilakukan dengan pemeriksaan darah lengkap (eritrosit, Hb, Ht, MCV, MCH) dan pemeriksaan darah samar. Pendekatan diagnosis berbasis pemeriksaan protein mudah dilakukan dan murah namun belum mampu mendeteksi defek genetik yang terjadi pada pasien.
Pemeriksaan genetik dalam pendekatan diagnosis berbasis molekuler sudah dapat memberikan hasil perbedaan varian hemoglobin yang mengalami defek. Hal ini berguna untuk menilai tingkat keparahan dan pemberian terapi yang efektif pada pasien talasemia. Metode yang digunakan pada diagnosis molekuler sangat beragam dan mempunyai keuntungan dan kelebihan yang berbeda. Pengembangan pemeriksaan genetik dilakukan untuk mendapatkan hasil yang spesifik sehingga dapat menggambarkan defek genetik berupa delesi maupun mutasi. Sehingga pemeriksaan genetik dalam pendekatan diagnosis berbasis molekuler dapat memberikan penilaian keparahan dan pemberian terapi efektif pada pada pasien talasemia.

Simpulan
Pemeriksaan genetik dalam pendekatan diagnosis berbasis molekuler dapat digunakan untuk mengetahui gambaran defek atau kelaian genetik (delesi maupun mutase) guna penilaian tingkat keparahan dan pemberian terapi efektif pada pasien talasemia.
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