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FUSI GEN BREAKPOINT CLUSTER REGION ABELSON KINASE (BCR-
ABL) DAN UJI HEMATOLOGIS RUTIN

(Fusion of Gen Breakpoint Cluster Region Abelson Kinase (Bcr-Abl) and Routine
Haematological Test)

Delita Prihatnil- Ida Parwatil, Rahmat Sumantri2, Rully MA. Roesli2, Nurizzatun Nafsil

ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is a type of Chronic myeloproliferative disorders in pluripotencial stem cell haematopoiesis cell
disease caused by somatic mutation chromosomal translocation of the Abelson (ABL) and Breakpoint Cluster Region (BCR) genes on
chromosomes 9 and 22. The Breakpoint Cluster Region Abelson Kinase (BCR-ABL) gene encodes different fusion transcripts of messenger
Ribo Nucleic acid (m RNA)/type of fusion gene that vary in size depending on the breakpoint in the BCR gene. The majority of CML
cases have been shown to have either b3a2 or b2a2 fusion gene. This research is a preliminary study designed to know how to identify
a quantification BCR-ABL gene and expression fusion of gene and its relation to routine haematological parameters. The researchers
analyzed 12 adults who were positive using a quantification ratio BCR-ABL and Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G6PDH) as a house
keeping gene by real-time quantitative polymerase chain reaction (RQ PCR) of chronic phase of CML patients, qualitative of translocation
of BCR-ABL gene by gel agarose and routine haematological tests by a haematologic analyzer. The average quantification ratio of BCR-
ABL gene and G6PDH was 0.0881, 50% patients had b3a2 fusion gene, 41.6% had b2a2 dan 0.4% had elal. Fusion gene b3a2 showed
a quantification ratio, haemoglobin level and leukocyte count higher compared to b2a2 fusion gene.

Key word: BCR-ABL, fusion gene, routine haematological test

ABSTRAK

Chronic myeloid leukaemia (CML) merupakan kelainan mieloproliferatif tertentu di pluripotensial sel punca hematopoiesis
yang disebabkan oleh mutasi somatik translokasi kromosom gen Abelson Kinase (ABL) dan gen Breakpoint Cluster Region (BCR)
di kromosom 9 dan 22. Gen Breakpoint Cluster Region Abelson Kinase (BCR-ABL) yang menyandi berbagai transkripsi messenger
Ribo Nucleic acid (mRNA)/jenis fusi gen yang mempunyai berat molekul berbeda, bergantung lokasi titik putus (breakpoint) di
gen BCR. Sebagian besar penderita CML mempunyai fusi gen b3a2 dan b2a2. Penelitian ini merupakan kajian pendahuluan
untuk mengetahui hubungan kuantifikasi gen BCR-ABL dan ekspresi berbagai fusi gen dengan tolok ukur hematologis yang rutin.
Penelitian ini melibatkan 12 orang penderita CML dewasa tingkatan kronik yang dinyatakan positif pada pemeriksaan angka banding
kuantifikasi gen BCR-ABL dan Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G6PDH) sebagai house keeping gene dengan real-time quantitative
polymerase chain (RQ PCR), pemeriksaan qualitative translocation gen BCR-ABL dengan gel agarosa dan pemeriksaan hematologik
rutin menggunakan haematological analyzer. Rerata angka banding kuantifikasi gen BCR-ABL dengan G6PDH didapatkan 0,0881,
50% penderita CML mempunyai fusi gen b3a2, sebanyak 41,6% berfusi gen b2a2 dan 0,4% berfusi gen elal. Fusi gen b3a2 berangka
banding kuantifikasi gen BCR-ABL/G6PDH, kadar hemoglobin dan jumlah leukosit yang lebih tinggi bila dibandingkan dengan fusi
gen b2a2.

Kata kunci: BCR-ABL, fusi gen, pemeriksaan hematologi rutin

PENDAHULUAN usia. Kasus ini merupakan 15-20% dari seluruh
kejadian leukemia di orang dewasa, dan bila terjadi di
anak-anak disebut Juvenile CML.!-3

Di Indonesia kejadian CML merupakan kasus yang
paling sering ditemukan bila dibandingkan dengan
kasus leukemia jenis lainnya. Penyakit ini sebagian
besar tidak diketahui penyebabnya, tetapi diduga
disebabkan oleh pajanan radiasi, obat sitotoksik, dan

bahan kimia seperti benzena. Kasus CML meningkat

Chronic myelogenous leukemia atau Chronic myeloid
leukemia (CML) merupakan kelainan mieloproliferatif
tertentu di pluripotensial sel punca (stem cell)
hematopoiesis yang ditandai dengan proliferasi dan
diferensiasi galur mieloid di semua tahapan maturasi.
Kejadian CML di dunia antara 1-2 kasus per 100.000
orang setiap tahun, dengan angka banding antara laki-

laki dan perempuan 2:1. Menurut statistik kasus CML
terjadi pada pertengahan umur antara 30—50 tahun
dan akan meningkat seiring dengan bertambahnya

setelah peristiwa bom atom Nagasaki dan Hirosima di
Jepang dan setelah reaktor atom Chernobil meledak
di Rusia.l#
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Chronic myelogenous leukemia merupakan kelainan
tertentu pertama yang dihubungkan dengan jejas
genetik yang khas. Pada tahun 1960 mulai diketahui
terdapat kelainan kromosom dalam keganasan dengan
ditemukannya kelainan kromosom di penderita CML.!
Pada tahun 1973 Rowley®> menemukan kromosom Ph
yang terbentuk akibat ada translokasi antara bagian
3’ gen ABL (Abelson Kinase) yang merupakan tempat
pembuatan RNA dan bersifat sebagai proto onkogen
di lengan panjang kromosom 9, yang terpecah di band
34 (9q34) dengan bagian 5’ gen BCR (Breakpoint
Cluster Region) di kromosom 22 yang terpecah di
band q11:22 (22q11), sehingga menghasilkan gen BCR-
ABL.3>77

Gabungan gen BCR dan ABL disebut sebagai gen
BCR-ABL yang diduga sebagai penyebab CML. Antara
90-95% penderita CML mempunyai kromosom Ph
atau Ph (+). Gen BCR-ABL mempunyai aktivitas tirosin
kinase (TK) di regio ABL yang dapat mempengaruhi
transduksi sinyal enzim TK, sehingga menyebabkan
peningkatan pembuatannya. Sebagai akibat hal
tersebut, terjadi proliferasi sel mieloid dan penurunan
jumlah sel apoptosis darah yang berlebihan.”.8

Terdapat berbagai ragaman lokasi breakpoint
di kromosom 22 (BCR), tetapi lokasi tersebut di
kromosom 9 (ABL) tetap keberadaannya, sehingga
gen BCR-ABL mempunyai berat molekul (BM) yang
berbeda-beda, antara 185-230 kilo Dalton (kD).
Sedangkan protein yang normal dari ABL mempunyai
BM 160 kD. Sebagian besar penderita CML mempunyai
BM 210 kD yang disebut p210.37

Lokasi breakpoint gen BCR terjadi kira-kira di
regio intron 5,8 kb yang disebut sebagai major
breakpoint cluster region (M-bcr). Di samping M-bcr,
daerah breakpoint yang lain adalah m-bcr dan u-ber.
Translokasi terjadi antara ekson ke 1 dari 3 area di
gen BCR dan ekson ke-2 dari gen ABL, sehingga fusi
gen tersebut dinamakan sebagai b3a2, el12, e19a2
dan seterusnya. Saat ini telah diketahui delapan (8)
fusi gen transkripsi, dan terbanyak ditemukan adalah
fusi gen b2a2 dan b3a2.?

Manifestasi klinis CML terdiri atas tingkatan kronik
yang biasanya dialami penderita selama 3—5 tahun,
tingkatan percepatan yang dapat berlangsung selama
beberapa bulan dan terjadi tingkatan kekurangan sel
muda (blas). Ketiga tingkatan tersebut dapat dilihat
dari manifestasi laboratoris. Penderita CML biasanya
datang di tingkat kronik. Perbedaan mendasar antara
tingkat kronik dan percepatan terletak pada perbedaan
peningkatan jumlah sel basofil atau sel blas, jumlah
trombosit yang abnormal, dan adanya evolusi klon.
Pada tingkat kronik terjadi pengembangan besar
bagian sel mieloid, dan tetap mempertahankan fungsi
diferensiasi secara normal. Gejala yang ditemukan

pada umumnya ringan, sebagian besar pasien
asimtomatis (30%), kadang-kadang baru terdiagnosis
ketika memeriksa penyakit lain.!

Penderita CML tingkat kronik yang menjalani
pengobatan mengalami kekurangan sel blas. Hal
tersebut akibat resistensi terhadap obat-obatan.®
Tingkatan kekurangan sel blas bergejala klinis
dan laboratoris menyerupai leukemia akut. Tujuan
penelitian ini sebagai penelitian pendahuluan untuk
mengetahui dengan melihat berbagai ekspresi fusi gen
dan hubungannya dengan gambaran hematologis yang
rutin di penderita CML tingkat kronik.

METODE
Subjek

Penelitian ini merupakan kajian deskriptif untuk
mengetahui berbagai ekspresi jenis gen BCR-ABL di
penderita CML dengan melihat berbagai tampilannya.
subjek penelitian adalah 12 orang penderita CML
dewasa yang telah dinyatakan positif periksaan
kuantifikasi gen BCR-ABL-nya di laboratorium Patologi
Klinik RS. Dr. Hasan Sadikin Bandung. Sampel diambil
berupa tiga (3) mL darah EDTA setelah dilakukan
persetujuan pelaksanaan tindakan.

Persiapan sampel

Darah EDTA diambil sebanyak 500 uL, kemudian
sel dilisiskan menggunakan 1 mL Red Blood Lysis
Buffer, selanjutnya dipusingkan selama lima (5) menit
pada 2500 RPM, buang supernatan dan tambahkan
lagi satu (1) mL Red Blood Lysis Buffer. Pusingkan
kembali selama tiga (3) menit, supernatan dibuang
lalu di pelet ditambahkan 200 uL Phosphate Buffer
Saline (PBS) sehingga diperoleh sel leukosit.

Penyarian RNA.

Leukosit yang telah dilarutkan PBS diambil, lalu
tambahkan trizol dengan perbandingan 1:1, lalu
ditambah kloroform. Setelah diinkubasi selama tiga (3)
menit, lalu dipusingkan dengan kecepatan 12.000 RPM
selama 15 menit pada 4° C, sehingga akan terbentuk
tiga (3) lapisan. Kemudian lapisan paling atas diambil
sebanyak 450 uL, selanjutnya dipindahkan ke dalam
tabung baru dan diinkubasi dengan 188 uL isopropanol
selama 10 menit. Sesudah itu dipusingkan dengan
kecepatan 12.000 RPM selama 10 menit pada 4° C,
kemudian supernatan dibuang, selanjutnya ditambah
200 pL etanol 70%. Pemusingan dilakukan kembali
dengan kecepatan 7500 RPM pada suhu 4° C selama
lima (5) menit. Supernatan kemudian dibuang dan
pellet dikeringkan serta ditambahkan 75 uL RNAse
bebas air.
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Complementary Deoxyribo Nucleic Acid
(c DNA)

RNA yang telah berhasil disarikan, didenaturasi
setinggi 65° C, selama 10 menit, kemudian ditambah
Master mix reverse transcriptase. Sesudah itu masukkan
ke dalam mesin PCR lalu diinkubasi pada suhu 37° C,
selama satu (1) jam dan suhu 56° C, selama 10 menit.
Hasil cDNA yang diperoleh dijadikan sebagai pengacu
untuk pemeriksaan angka banding menurut kuantitatif
gen BCR-ABL/G6PDH dan pemeriksaan fusi gen.

RQ PCR

Pemeriksaan kuantifikasi gen BCR-ABL dilakukan
dengan menggunakan LC t(9,22) quantification Kit
di Light Cycler 1,5 untuk menilai angka banding gen
BCR-ABL/Glucose-6-Phosphate Dehydrogenase (G6PDH)
sebagai house keeping gene yang stabil di manusia.
Hasil dinyatakan positif apabila didapatkan nilai Cycle
threshold (Ct) <40 dan angka banding gen target
(BCR-ABL) dibandingkan dengan G6PDH >0,0001.

Multiplex PCR

Setelah sampel dinyatakan positif, di pengacu
cDNA, PCR diperiksa mutu translokasi gen BCR-ABL-
nya menggunakan Multiplex PCR dengan Seeplex®
Leukemia BCR-ABL detection kit untuk menentukan
bentuk fusi gen. Hasil PCR di elektroforesis
menggunakan gel agarosa, sehingga didapatkan pola
fusi gen.

Hematologi

Sebagian subjek diperiksa hematologi rutin dengan
haematological analyzer Sysmex XE 5000 terdiri atas
pemeriksaan Hemoglobin (Hb), jumlah leukosit dan
trombosit.

HASIL DAN PEMBAHASAN

Ciri subjek penelitian ini terdiri atas orang laki-laki
(50%) dan enam (6) orang perempuan (50%) dengan
rentang usia antara 24-82 tahun dan rerata 40 tahun.
Rerata angka banding kuantifikasi gen BCR-ABL/
G6PDH secara keseluruhan 0,0881, laki-laki 0,04725
dan perempuan 0,1289. Fusi gen yang ditemukan di
subjek terdiri atas b3a2 sebanyak enam (6) orang
(50%), b2a2 sebanyak lima (5) orang (41,6%) dan elal
sebanyak satu (1) orang (0,4%).

Rerata angka banding kuantifikasi fusi gen b3a2
adalah 0,12621 dan yang gen b2a2 adalah 0,05881.
12 subjek penelitian sebanyak enam (6) orang yang
masing-masing terdiri atas tiga (3) orang (50%)
yang mempunyai fusi gen b3a2 dan 3 b2a2 yang

M ClC2S1S7TS6 () () MC3 C4S8S9 51083

54 55 S11 (+)(-)

Gambar 1. Hasil periksaan elektroforesis gel agarosa

Keterangan: C1,C2, C3, C4: hasil kendalian negatif pasien
(=) : kendalian negatif PCR Template

(+): kendalian positif PCR Template

M : Marker band

S : subjek/pasien

hematologisnya secara rutin diperiksa. Subjek dengan
fusi gen b3a2 mempunyai kadar Hb 11,9 g/dL, leukosit
216.303/ul. dan trombosit 349.333/uL. Sedangkan
penderita dengan fusi gen b2a2 mempunyai rerata
Hb 7,9 g/dL, leukosit 338.853 ul. dan trombosit
297.333/uL (lihat Tabel 1).

Didasari telitian ini dibuktikan bahwa gen BCR-
ABL berperan dalam hilangnya kendalian proliferasi
sel atau penghalang penurunan jumlah apoptosis
sel, karena aktivitas kinase yang tidak terkendali,
sebagai akibat gangguan dari interaksi protein ABL
dengan berbagai efektor protein. Dalam hal ini yang
memengaruhi adalah BCR, dan menjadi ciri CML
Protein ABL. Bahan tersebut terdapat dalam inti dan
berperan sebagai protein pemicu penurunan jumlah
sel (proapoptotik), sebaliknya dengan BCR-ABL yang
bersifat sebagai pencegah penurunan jumlah sel (anti
apoptotik). Protein BCR-ABL yang terdapat dalam
sitoplasma dapat mengaktivasi TK.710:11

Pada penelitian ini didapatkan rerata angka
banding kuantifikasi gen BCR-ABL dengan G6PDH
perempuan lebih tinggi dari laki-laki. Tipe fusi gen

Fusi Gen Breakpoint Cluster Region Abelson Kinase - Prihatni, dkk. 49



yang ditemukan paling banyak adalah b3a2 dan
b2a2, dan rerata angka banding kuantifikasi gen
BCR-ABL/G6PDH pada fusi gen b3a2 lebih tinggi
bila dibandingkan dengan tipe fusi gen b2a2. Hal
tersebut menimbulkan pemikiran apakah antara
kuantifikasi dan jenis fusi gen ada kaitannya serta
diperlukan penelitian lebih lanjut. Didasari telitian
sebelumnya yang membuktikan bahwa terjadi
additional breakpoints BCR-ABL, sehingga terjadi
fusi protein baru dengan ukuran yang berbeda, salah
satu penyebab adalah mutasi gen. Kaitan klinis dan
perbedaan breakpoint tidak dapat diketahui dengan
jelas, yang telah ditemukan adalah fusi gen b3a2
mempunyai jumlah trombosit yang lebih tinggi bila
dibandingkan dengan yang terjadi di fusi gen b2a2.!
Menurut telitian Ikbal dkk.,12 bahwa perbedaan fusi
gen dapat dipengaruhi oleh letak yang berhubungan
dengannya (geografis), faktor lingkungan dan ragaman
pembelahan (splicing).'? Fusi gen e6a2 ditemukan
dengan tanda basofil.13 Sifat biologis ini berimplikasi
terhadap peramalan dan penatalaksanaan yang akan
tercapai, tetapi hal ini masih diperdebatkan.”12-14
Namun, Goldman’ menyatakan bahwa perbedaan fusi
gen tidak terkait dengan prognostik yang bermakna.”
Dua pertiga (2/3) pasien dewasa mempunyai fusi gen
b3a2 dan mempunyai jumlah trombosit yang lebih
tinggi, sedangkan di anak-anak memiliki yang terkait
b2a2.1:12.14 Telitian yang dilakukan Balatzenko dkk.!#
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan bermakna
antara kadar hemoglobin, jumlah sel leukosit dan
trombosit di penderita CML.%* Komplikasi dapat
terjadi di penderita CML akibat jumlah leukosit
yang sangat tinggi yaitu papiledema, kebutaan dan
stroke, selain itu jumlah trombosit yang sangat tinggi
mengakibatkan trombosis. Bila terjadi gangguan fungsi
trombosit dapat mengakibatkan perdarahan. Pada
penelitian ini ternyata, kadar Hb dan trombosit di fusi
gen b3a2 lebih tinggi daripada yang di gen b2a2. Hal
ini sesuai dengan telitian terdahulu bahwa fusi gen
b3a2 mempunyai jumlah trombosit yang lebih tinggi.
Berbeda dengan Hb dan trombosit, ternyata leukosit
di fusi gen b2a2 mempunyai jumlah leukosit yang
lebih tinggi bila dibandingkan dengan yang di fusi
gen b3a2.!

SIMPULAN

Fusi gen b3a2 mempunyai angka banding
kuantifikasi gen BCR-ABL/G6PDH, dan kadar

hemoglobin serta leukosit lebih tinggi bila
dibandingkan dengan yang di fusi gen b2a2.
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