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INFO ARTIKEL STRAK

Sejarah artikel: mia aplastik merupakan anemia yang disertai oleh pansitopenia pada darah tepi yang
Diterima : disebabkan oleh kelainan primer pada sumsum tulang dalam aplasia atau hipoplasia tanpa
23-01-2023

adanya infilerasi, supresi atau pendesakan sumsum tulang. Pada anemia aplastik terjadi penurunan

I]{ch(;: :2021 produksi sel darah dari sumsum tulang sehingga menyebabkan retikulositopenia, anemia,
L)i;cm}ui : ) granulositopenia, manqﬂpcnia dan rombositopenia. Anemia aplastik termasuk dalam penyakit
30-06-2023 yang rentan disebabkan oleh faktor genetik. Salah saru faktor genetik yang banyak diidentifikasi

adalah variasi gen atau single nucleotide polymorphism (SNP). Hingga hari ini metodologi untuk
Kata kunci: identifikasi variasi gen tersebut sudah tersedia dengan bentuk berbagai macam datbase dan

Anemia aplastik bioinformatika. Tujuan penelitian ini untuk mengidentifikasi variasi gen yang berhubungan
dengan Anemia aplastik dan memprioritaskan variasi gen tersebut berdasarkan tingkat
Bioinformarika kerentanannya melalui  pemanfaatan GWAS  kamlog dan integrasi beberapa  basis  data
HILA-DPBI bioinformatika. Hasil peneli[ian ini kami temukan ada dua SNP rsI042151 dan rs28367832

AR yang rentan terhadap anemia aplastik berdasarkan ekspresi gen di jaringan darah. Variasi gen

Genomik

tesebut juga mengkode gen HLA-DPBI dan HLA-B dan menunjukkan ekspresi yang tinggi pada
jaringan darah (whole blood). Penelitian ini menunjukkan bahwa integrasi variasi gen dan
bioinformatika potensial untuk memberikan informasi terkait kerentanan suatu variasi gen pada
suatu penyakit termasuk pada anemia aplastik,

K’Y‘md‘ ] ABSTRACT

Aplastik anemia

Genomic Aplastic anemia is anemia accompanied by pancytopenia in the peripheral blood caused by

Bioinformarics primary disorders of the bone marrow in the form of aplasia or hypoplasia without bone marrow

HIA-DPRI infiltration, suppression, or displacement. In aplastic anemia, there is a decrease in blood cell

HILA-B production from the bone marrow,gjsmg reticulocytopenia, anemia, granulocyropenia,
monocytopenia, and thrombocytopenia. Aplastic anemia is a susceptible disease caused by genetic

factors. One of the many genetic factors identified is gene variation, or single nucleotide
polymorphism (SNP). Today, methodologies fofffidentifying these gene variations are available
through various databases and bioinformatics, This study aimed to identify gene variations
associated with aplastic anemia and prioritize these gene variations based on their level of
SmcEPtlblllW“’Oﬂgh the use of GWAS catalogs and the integration of several bioinformatics
databases. ¢ results of this study found that there were two SNPs, rsI042151 and
rs28367832, thar were susceptible to aplastic anemia. These gene variations also encode the
HLA-DPBI and HLA-B genes and show high expression in whole blood. This study shows that
integrating gene variation and bioinformatics can |.avide information regarding the susceptibility
of a gene variation in disease, including in Aplastic anemia.

This is an open access article under the CC=BY-SA license.
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Pendahuluan

Anemia ;11:!1;15[1]( merupakan kelainan
hematoporenc yang dipengaruhi oleh imunitas dan
paparan lingkungan, yang ditandas dengan sumsum
tulang hipoplastik dan pansitopenia
progresif—(Zaikau et al., 2021). Insiden penyaki[
anemia aplas[ik di dunia [erg:)h)ng jarang, berkisar 2-
6 kasus per satu juta penduduk pada negara-negara
Eropa. Namun di Asia dikatakan bahwa insiden
penyakil ini lebih besar yaitu berkisar 6-14 kasus per
satu juta Penduduk (Peslak et al., 2017).

Penyakit ini bisa muncul pada sekitar usia
15 — 30 tahun dan > 60 tahun, serta menyerang
kedua jenis kelamin. Di heberapa hagi;u'l dunia lebih
5ering [erjadi Pddd laki-laki muda (In et al., 201?).
Anemia aplas[fk juga terjadi Pddd individu dengan
sindrom kegagalan sumsum tulang bawaan yang
jarang disebabkan terutama oleh varian germline
palogen Pddd gen perbafkan DNA, ribosom, atau
lelomerebiologi (Zairm)ku et al., 2021). Paloﬁsiologi
imun anemia aplastik sendiri terjadi dari hilangnya
alel HLA kelas | secara somatik dapat diakibatkan
oleh hil;mgnya he[eru)zig:)si[as dalam kromosom 6
ichr@—CNLOH) (Zaimoku et al., 2021). Sel punca
hemdlopoie[ﬂc dengm chr6-CNLOH diperkirakan
ddpd[ lolos dart Serangan mun sel T sitotoksik
dengdn menghdpus HLA alel yang [erllba[ dalam
presentasi autoantigen (Zaimoku et al,, 2021).

Gejala anemia aplastik sangat terkait dengan
penyakit autoimun dan sering terjadi pada pasien
rheumatoid  arthrirs, lupus eritematosus  sistemik,
dan rnul[ipel sklerosis; dua penyuki[ terakhir sangat
terkait dt‘ngdn HILA-B. Oleh karena itu, untuk
mendeteksi ge]a.Li anemia JPL{S[]J( secara 5peslﬁk
dapat dilakukan pemeriksaan DNA. Variasi gen
sering dihubungkan dengan kerentanan  sesorang
pada suatu penyakit termasuk termasuk anemia
aplastik. Perkembangan teknologi untuk identifikasi
kerentanan suatu genomik hari ini tersedia dengan
I:rerbdgdi macam  kemudahan  termasuk  untuk
identifikasi  variasi gen yang l'l'lt‘fl.lpdkdn faktor
.lmg dalam salah ¢ja pada susunan I_msd DNA
yang terdiri dari huruf A-T-G dan C. h satu
website yang membahas variasi gen adalah Genome-
Wide Association Studies (GWAS) (Furgan et al.,
2020). GWAS katalog merupakan database yang
mengumpulkan hasil dari studi GWAS dari seluruh
dunia. Metode GWAS ini Sdl'lgd[ Pfdk[ls karena
dapal mengiden[if—fkasi SNP dalam jumlah sangat

bdnydk f'(ﬂhen et al, 2021) Termasuk database
GWAS kJ[Jng ini sangat I:rergund untuk
mengidentifikasi upe SNP yang bertanggung jawab

atas ke adian anemia dpldb[lk
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Identifikas1 geneuk manusia I:rerlu]uan
untuk mengidentifikasi fakror risiko genetik yang
diwariskan untuk penydkll seperll anemia ap lastik.
Meskipun e[i:)l:)gi tentang pen}/ehah anemia aplas[ik
sudah  banyak dibahas, namun belum banyak
diidentifikasi terkait jenis gen yang spesiﬁk herper;m
I.r:rhadap patogenesimya. Oleh karena 1tu, penelilian
ini mencoba memetakan jenis variasi gen Pddd
Lweberapa populasi yang IJEL‘PEILIH penting dalam
patogenesis anemia aplas[ik dengan memanfaatkan
database GWAS dan integrasi beberapa database
bioinformatika Pada akhir penelitian ini  akan
diprioritaskan variasi gen yang paling berpengaruh
berdasarkan f—ungsinya dalam perul:mhan protein
(gc‘n OMIC Variane co Lﬁhg prot ern).

Metode
Identifikasi SNP yang berhubungan deng;m
anemia aplaslik diilustrasikan Pddd (Gambar 1)
[hI.tp5://www.ebi.ac.uk/gwas/] (diakses pada 17
Desember  2022).  Pada penelidan  ini  kami
memfokuskan SNP yang bersifat missense dengan
per[imh;mgan sifat yang dapa[ merubah protein.
Untuk identifikasi jenis SNP yang I:rersg mutan
(missense) kami memanfaatkan database aPIOR.eg
v4.1. {https://pubs.bmadinstitute.org/rnammals/
haploreg/haploreg.lshpj. Database HaploReg v 4.1
merupakan database biinformatika yang mudah
digunakan  dan  diintregrasikan  untuk  tujuan
identifikasi  SNP.  Identifikasi  SNP  yang
berhubungan dengan anemia aplastik menggunakan
kriteria P value < 10% dari database GWAS kdldlog
Nilai pev vafue < 10% merupdkdn threshold statistuka
yang digunakan untuk jenis studi GWAS. Selain ini
threshold yang sangat serict tersebut juga bertujuan
untuk menghindari nilai Posi[if— palsu terkait deng;m
hubungan antara SNP dengan fenotip (Chen et al.,
2021). Langkah selanjutnya adalah melakukan
evaluasi SNP  dengan  menggunakan GTEx
Portal  untuk mengindcn[iﬁkasi proﬁl ekspresi
genetik  pada Lr.s‘_s'm‘/jaringan yang berhubungan
dengan penyaki[ yang dalam hal ini terkait dengan
pen}/aki[ anemia aplaslik |—|'1llps://glexpor[al.org/]
(diakses pada 17 Desember 2022). Untuk melihat
distribusi kerentanan suatu gen pada suatu populasi
kami memanfaatkan jenis alel dari tiap SNP.
Frekuensi alel pada pa)lulasi Atrika, Amerika, Asia,
Eropa diekstraksi melalui  database gene[ik
aploReg v 1
[https://pubs.broadinstitute.org/mamma]s/haplore
g/haploreg.php] ( diakses 21 Desember 2022) dan
browser Ensambl Genome (diakses 28 Desember
2022). Metode yang sama telah digunakan untuk
mengindentifikasi variasi gen TMPRSSZ  pada
Covid-19 (Irtham et al, 2020), gen 7NIPI
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INFAIP3, IRF5 pada  sindrom  sjogren’s
(puspitaningrum et al, 2022) dan gen HILA-S,
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HCG4P3, dan ABHDI6A pddd cb;b]cc‘npox []rham
et al., 20237,

BRAIN ESOPHAGUS

\

TESTIS
Y

‘-k ‘ $

> 4

Aplastc Anamia

missens
Aplastic Anemia

“SKIN
pr

LIVER

/

Gambar I. Model skematik ini menunjukkan pemanfaatan database GWAS dan bioinformatika untuk identifikasi variasi

gen yang berperan dalam patogenesis anemia aplastik. Skema ini dibuar menggunakan biorender.com

berdasarkan nomor lisensi CQ24TYCZ5Q.

Hasil dan Pembahasan
Identifikasi Varian Genom Anemia Aplastik

SNP yang terkait anemia aplastik diperoleh
dari database GWAS katalog, dari 10 SNP (Tabel I
dan didapatkan 4 SNP yang memenuhi kriteria p-
value < 10%° . Diantara 4 jenis SNP tersebut, hany;i
2 SNP yang dapat divalidasi menggunakan database
bioinformatk GTEx portal (Tabel 2), penggunaan
database GTEx tersebut bertujuan untuk melihat
ekspresi dari suatu SNP dan suatu gen Pddd jaringan.
Dalam penelitian ini kami fokus melihat ekpresi gen
pada jaringan darah (whole biood). Penelitian
sebelumnya telah mengidentifikasi gen FOXP3 pada
94 kasus anemia aplastik dan 195 kontrol di Korea,
penelilian ini menunjukkan adanya |'1u|_1unga.n gen
tersebut dengan respon lerhadap terapi imum)sul:aresif—
(IST) (In et al, 20]7). Anemia aplas[ik jug;l tarjadi
ada individu yang mengalami sindrom kegagal;m

sumsum lulang bawaan yang jarang disebabkan
terutama oleh varian germline patogen pada gen
perbaikan DMNA, ribosom, atan telomerebiologi
(West & Churpek, 2017).

Pada penelilian yang kami lakukan, kami
menemukan gen HILA-DPBI dan HLA-B yang
berthubungan dengan anemia aplas[ik ditunjukkan
dengan nilai signiﬁkansi P—V.‘M’uc‘ < 10°® penling
untuk dicatat bahwa DPBI terdiri dari untaian beta
dari heterodimer protein HLA-DP yang terletak
pada bagian permukaan sel-sel penyaji antigen (Burek
Kamenaric et al., 201?). Menarik untuk dibahas juga
bahwa ternyata  variasi  gen HIA-DPBI  telah
dikaitkan denga.n lw:'lwerapa penyaki[ autoimun,
dianlarany;l rheumatord arthritrs, mufnjnfc‘ sclerosis,
dan  penyakit Grave (Orozco et al, 20110
Sedangkan HLA-B kelas I berkaitan dengan anemia
aplastik.

Tabel 1. Hasil katalog GWAS katalog diperoleh 10 SNP yang berkaitan dengan anemia aplastik.

SNP p-value Chr 38

rs 1042151 2,00x107% Chre 33030384
rs 28367832 T00x10 Chr6 31337954
rs9276370 SEA<10" Chrt 32739518
rs 7845664 3,00x 10 Chre8 40712078
rs 12753487 3,00x10™ Chrl 97267873
rs1731229 5,00x10% Chr2 26664557
rs4345355 5,00x10™ Chr5 128579350
rs9533317 8,00x10% Chrl3 42947091

rs 131550178 7.00x10"

Chrl7 58440938
302




LUMBUNG FARMASI ; Jurnal limu Kefarmasian Vol 4 No 2, Juli 2023
P-ISSN : 2715-5943
E-ISSN : 2715-5277

Chrl 592378867

rs 77271627 100x10™

Data SNP tersebut diperoleh melalui ﬁabase GWAS Caralog (https:/ /www.ebl.acuk/ gwas).

Tabel 2. Anemia aplastik dengan p value < 10-8 dan tervalidasi dalam dacabase GTEx portal.

Varian Alel Yang Berisiko P-value Kode Gen Letak Alel
rs 1042151 2,00x10°% HELA-DWPRT missense_variant
rs28367332 7.00x10™ HILA-B intron_variant

Ekspresi Gen Anemia Aplastik di Berbagai Jaringan
Variasi genetik anemia  aplastik  dalam
berbagai jarings ami evaluasi menggunakan e-QTL

deng;m ekspresi gen terbanyak pada whole blood,
esofagus, dan otak. Ketiga ekspresi gen didominasi
oleh whole blood HLA-DPBI yang ditemukan pada

varian alel rs1042151 terletak di mussense variane.
Missense varrant merupakan jenis variasi gen yang

melalui atabase GTEx portal
(]‘1 llp://www.gI.L‘x].301'[;11.(}1}2/]‘101110 ) yang
menunjukkan [ingka[ ekspresi gen (Tabel 3) di

dapa[ melakukan penlhahan sampai ke level protein.
Perubahan yang terjadi berhubungan dengan DPRI
yang merupakan untai beta dari hetero protein HLA-
ppP sehingga berestko  menimbulkan lwelwerapa

I:rerbagai jaringan. Pc‘nggunaan data ini bertujuan
untuk mengidenliﬁkasi jenis ekspresi gen pdda
berbagai jaringan ilrham et al., 2023). Database

menunjukkan gen  yang mempenganlhi anemia pen}/aki[ yang berhubungm deng;m autoimun {Burek

aplasdk yaitu HLA-DPBI dan HLA-B(Gambar 2) Kamenaric et al., 2017).
Tabel 3. Ekspresi gen yang dominan pada jaringan manusia penyebab anemia aplasuk.
_mP D Gencode ID Gene p-value  NES Tissue Actions
rs 1042151 223865.10 HILA-DPBT T Osl O - 043 Cells - Culrured fibroblases AA = AG =606
rs28367832 23474510 HiLA-B 26xl0!! 0,16 Whole Blood AA > AG =606
(A)

Bull trssize gan eapressasn for HUA DPRY (ENSO00U000 21063 10}
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Gambar 2. Ekspresi gen rentan anemia aplastik pada jaringan manusia. Kedua jenis gen tersebut menunjukkan bahwa

terekspresi pada

Kotelasi antata ekspresi gen dan eQTL
Ekspresi gen terkait  anemia aplas[ik
ditdentifikasi menggunakan eQTL pada basis data
porlal GTEx. kamu mengidenliﬁkasi alel minor
iGa.mbar 3) rs1042151 Pddd gen HLA-DPBI,
1528367832 pada gen FHLA-B terkait anemia
aplasdk. Hasil menunjukkan bahwa genotipe AA

HLA-DPB1
chr6_33080884 A G b38
Cells - Cultured fibroblasts

149

(A)

jaringan darah

(A) HLA-DPB-1 (B) HILA-B.
memiliki ekspresi gen HLA-DBPI paling tinggt
dih;mdingkan jenis genotype AG dan GG (kultur
fibroblas, esofagus, otak, kuli[). Hal yang sama juga
terlihat pdda jems SNP 128367832 dengm jenis
genotip AA terlthat memiliki ekspresi paling tinggt

HLA-B (seluruh darah, kulit, dan les[is)
dibandingkan genotip AG dan GG.
HLA-B
chr6_31337954 A G b38
Whole Blood

345 200

(B)

Gambar 3. Kerentanan alel anemia aplastik pada setiap gen.

Frekensi Alel dati varian kandidat dalam populasi
yang berbeda

Pada tabel 4, kami mengidenliﬁkasi frekuenst alel
terkait penyakit anemia aplastik diberbagai populasi
di dunia, yai[u Atrika, Amerika, Asia, dan Eropa
yang diekstraksi dari 1000 genom menggunakan
website

(]] tps:/ /pu l‘S. |.‘]'l 1 LJ] nst il ute.ors,/ mamima l:i ! ]] ap ll e

‘;_Ig"r]m sloreg.php ). Tujuan pemetaan ini untuk melihat
distribusi kerenlman;mnya pada |_1er|:r;1g;1i populasi
dunia. Frekuensi Alel pada setiap SNP diperoleh
berbeda di seap populasi. SNP  rs1042151
memiliki frekuensi alel terkait dengan gen HLA-
DBPI Pddd anemia aplas[ik menunjukkan bahwa di

Afrka 0,44% jauh lebih linggi daripada Amerika
0,18%, Asia 0,13%, dan Empa 0,20%. Selain itu
jenis SNP 1528367832 menunjukkan bahwa Afrika
0,69% yang jauh lebih tinggi juga daripada Amerika
0,52%, Asia 0,48% dan Eropa ,55%, St‘da.ngkan
SNP 15181550178 belum ditemukan populasi sama
sekali diberbagai benua dan SNP rs77271627
rnemmjukkun Pddd 3 benua yailu Eropa 0,11% j;mh
lebih linggi dari pada Amerika 0,02%,dan  Asia
0,05%, hal i benlhubungan deng;m faktor
lingkungan, faktor genetika, dan imunitas (Shallis et
al., 2018). Frekuensi alel pada Pendeka[m gem)mik
dapar digunakan untuk mengidentifikasi kerentanan
suatu penyaki[.
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Tabel 4. Frekuensi alel pada setiap varian SNP.

g . . Allele Allele Frequeney

. == Eoearion Ref Eff AFR DR AR ER
rs] 42151 HLA-DPET missense A G 044 OL8 013 02
re2 BI6TEAL HLA-B none A G 0,69 0,52 048 0,55
9276370 HEA-IQA2 none G 033 0,63 0,83 0,57
57 84 5664 AMATH L ronie A G 0,68 056 0,56 048
s 2753487 neyp L ronie G A 0,04 01 0,06 0,08
ts] 731229 ACHS9776 none T © 0,49 0,64 0,09 0,62
rs4 345355 FENZ MNone S A 0,29 Orr 0,01 012
rs9 533317 ERSTIF cronic S T 036 037 0,55 0,28
rs] 81550178 HSES cronic T A i) i) 0 i)
a7 7271627 STHESA2 none T C 0 0,02 0,05 011

Gambar 4. Pr_‘nycbaran frekuensi alel HLA-DPBI, HLA_B, HSF5, STE5IA2 Pada 4 benua AFR, AMR, ASN, EUR Fada varian
rs1042151, rs28367832, 181550178, 177271627, Gambar Pcrs:baran alel ini dibuat mmgguna[(an biorender.com

berdasarkan nomaor lisensi

Simpulan dan Saran

Identifikasi Variasi gen dan ekspresi gen yang
berhubungan dengan anemia aplastik menggunakan
pendekatan genomik dan bioinformatika
menunjukkan bahwa gen HLA-DPBI dan HLA-B
memperlihatkan ekspresi yang tinggi pada jaringan
darah ( whole blood ) esofagus, dan otak.Variasi Alel
pada  SNP  (rs1042151 dan  rs28367832)
rnenunjukk:m bahwa  benua  Afrika  memiliki
frekuensi tertinggi dibandingkan dengan  populasi
lain rs1042151 0,44% dan 28367832 0,69% hal
ini dapat menjadi pertimbangan terkait penyebaran
kerentanan kejadian anemia aplastik.
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