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ABSTRAK 

NILAI DIAGNOSTIK PEMERIKSAAN IMUNOSITOKIMIA LIMFOSIT 
 SEDIAAN APUS DARAH TEPI DIBANDINGKAN ANALISIS KROMOSOM 

PADA PENDERITA DENGAN DUGAAN SINDROMA FRAGILE X 
 
Latar belakang : Sindroma Fragile X merupakan penyebab utama retardasi mental. 
Diagnosis Fragile X dapat ditegakkan dengan analisis kromosom dan molekuler. 
Fragile X Mental Retardation Protein (protein FMRP) adalah molekul yang 
berperan dalam metabolisme mRNA. Protein ini terletak di sitoplasma dan 
terekspresikan secara luas pada banyak sel. Pemeriksaan imunositokimia dapat 
mendeteksi adanya protein FMRP di sitoplasma limfosit. 
Tujuan : Untuk mengetahui sensitivitas, spesifisitas, nilai ramal positif dan negatif, 
serta rasio likelihood dari tes imunositokimia limfosit pada sediaan apus darah tepi 
(SADT).  
Bahan dan metoda : Sebanyak 20 sampel diambil secara konsekutif dari siswa SLB 
di Semin Gunung Kidul. Kriteria inklusi adalah siswa pria berumur > 7 tahun, 
penderita retardasi mental ringan sampai sedang, bukan penderita sindroma Down, 
tidak menderita malformasi multipel, dan bukan penderita bisu tuli. Darah vena 
berheparin dikultur di media rendah folat TC 199 dan MEM + thymidine untuk 
melihat ekspresi fragile site. Protein FMRP di sitoplasma limfosit diperiksa dengan 
imunositokimia menggunakan antbodi monoklonal terhadap FMRP. Hasil 
pemeriksaan protein FMRP limfosit  pada SADT dibandingkan dengan analisis 
kromosom yang digunakan sabagai baku emas. Selanjutnya data dimasukkan dalam 
tabel 2 x 2 dan dihitung sensitivitas, spesifisitas, nilai ramal positif dan negatif, serta 
rasio likelihood. 
Hasil : Pemeriksaan imunositokimia limfosit di SADT mempunyai sensitivitas 
93,33%, spesifisitas 40%,  nilai ramal positif 83,25% dan nilai ramal negatif 66,66%. 
dalam mendeteksi sindroma Fragile X. Rasio likelihood positif dari pemeriksaan 
imunositokimia adalah 1,55 sedangkan rasio likelihood negatifnya adalah 0,16 
Simpulan : Pemeriksaan imunositokimia limfosit di SADT mempunyai sensitivitas 
dan nilai ramal positif tinggi, namun mempunyai spesifisitas, nilai ramal negatif dan 
rasio likelihood positif yang rendah. Pemeriksaan imunositokimia limfosit di SADT 
dapat digunakan untuk uji saring penderita sindroma Fragile X. 
 
Kata kunci : fragile X, pemeriksaan imunositokimia, nilai diagnostik 
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ABSTRACT 

DIAGNOSTIC VALUE OF IMMUNOCYTOCHEMICAL TEST OF 
LYMPHOCYTES AT PERIPHERAL BLOOD SMEAR  

COMPARED TO CHROMOSOMAL ANALYSIS  
TO DETECT FRAGILE X SYNDROME 

 

Background: The Fragile X syndrome is the most common heritable form of mental 
retardation. The diagnosis of Fragile X syndrome can be supported by chromosomal 
and molecular analysis. Fragile X Mental retardation Protein (FMRP) is a protein 
that involved in mRNA metabolism and found in several tissues with predominant 
location in cytoplasm. Immunocytochemical study can detect the presence of FMRP  
in cytoplasm of lymphocytes.   
Objective: To investigate the sensitivity, specificity, positive and negative predictive 
value, and likelihood ratio of immunocytochemical test of lymphocytes at peripheral 
blood smear compared to chromosomal analysis.  
Material and method : Twenty consecutive samples were obtained from students of 
special school (SLB) at Semin Gunung Kidul. The inclusions criteria were male >7 
years old, mild to moderate mental retardation, no Down syndrome, no multiple 
malformation, and no dumbness and deafness. Heparinized peripheral blood samples 
were cultured in low folate TC 199 and MEM + thymidine media to analyze the 
expression of fragile sites. The presence of FMRP protein in lymphocyte was 
analyzed by immunocytochemical techniques using monoclonal antibody against 
FMRP. Result of immunocytochemical test for detecting FMRP expression from 
lymphocyte in blood smear was tabulated and compared to chromosomal analysis 
that used as the gold standard. Then, the data was summarized into table 2 x 2 and 
calculated for sensitivity, specificity, positive and negative predictive values, and 
likelihood ratio. 
Result : The sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive 
value of  immunocytochemical test  were  93,33%,  40%, 83,25%  and 66,66% 
respectively. The positive likelihood ratio of immunocytochemical test was 1,55 and  
the negative likelihood ratio of immunocytochemical test was 0,16 
Conclusion : Immunocytochemical test had high value in the sensitivity and positive 
predictive value but had poor value in specificity, negative predictive value and 
positive likelihood ratio. Immunocytochemical test of lymphocytes at peripheral 
blood smear can be used for patients screening of the Fragile X syndrome. 
 
Key word : fragile X, immunocytochemical test, diagnostic value 



BAB 1 

PENDAHULUAN 

 

1.1  Latar belakang 

Sindroma Fragile X adalah penyebab utama kelainan retardasi mental dan 

penyebab kedua, setelah sindroma Down, dari semua kasus retardasi mental pada 

laki-laki.1 Angka kejadian sindroma Fragile X adalah 1/1100 sampai 1/1500 pada 

laki-laki dan 1/2000 sampai 1/3000 pada wanita yang memperlihatkan gejala 

klinik.1 Kepustakaan lain menyebutkan prevalensi Fragile X pada bangsa 

Kaukasia antara 0,4/1000 - 0,8/1000 pada laki-laki dan 0,2/1000 sampai 0,6/1000 

pada wanita. Dengan penemuan teknik-teknik molekuler yang dapat membedakan 

jenis-jenis fragile site, prevalensi Fragile X di negara barat bervariasi antara 

0,08% (1/1250) sampai 0,025% (1/4000). Turner menyebutkan bahwa prevalensi 

sindroma ini 1/4000 pada pria dan 1/6000 pada wanita.2 Sementara itu penelitian 

sebelumnya menyebutkan bahwa frekuensi Fragile X pada populasi retardasi 

mental di SLB Darma Putra yang terletak di sebuah desa di Kecamatan Semin, 

Kabupaten Gunung Kidul, Daerah Istimewa Yogyakarta adalah sebesar 54%. 3

Sindroma Fragile X diwariskan secara X-linked namun tidak dapat 

digolongkan sebagai dominan atau resesif.1,2 Penyakit ini pada pria ditandai 

dengan gejala retardasi mental, pembesaran testis, telinga menggantung dan 

menonjol, serta dagu dan dahi yang panjang, sedangkan pada wanita pembawa 

sifat dapat menderita kelainan retardasi mental (pada 1/3 kasus) ataupun tanpa 

gejala, dengan atau tanpa menunjukkan kelainan kromosom.4,5
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Secara sitogenetik, sindroma Fragile X ditandai dengan kerapuhan 

(fragile) pada band Xq27.3 yang tampak sebagai patahan di ujung lengan panjang 

kromosom X.1,5,6,7 Secara molekuler, pada sebagian besar penyakit ini 

dihubungkan dengan pemanjangan dari CGG repeat, yang terletak di regio 5'UTR 

dari gen Fragile X  yaitu gen Fragile X Mental Retardation-1 (FMR1). 

Pemanjangan CGG repeat di atas 200 unit mengakibatkan hipermetilasi CpG 

island dan CGG repeat di gen FMR1 yang menyebabkan terhentinya produksi 

protein FMRP ( Fragile X Mental Retardation-1 Protein).5,8,9  

Penegakan diagnosis sindroma Fragile X dapat dilakukan dengan analisis 

kromosom, analisis molekuler dan pemeriksaan imunositokimia untuk analisis 

protein FMRP. Pemeriksaan dengan analisis kromosom akan  didapatkan 

kerapuhan berupa patahan di ujung lengan panjang kromosom X.1,5,6,7 Sampai saat 

ini analisis kromosom masih banyak dilakukan di laboratorium-laboratorium 

karena relatif lebih murah  dan waktu pengerjaan yang lebih cepat dibanding 

analisis DNA, serta dapat mendeteksi individu pria dengan mutasi penuh.7 

Analisis molekuler yang ditujukan untuk mendeteksi banyaknya CGG repeat 

dapat dilakukan dengan metoda PCR dan Southern Blot Hybridization yaitu 

restriction fragment length polymorphism (RFLP).5,8,10 Keuntungan analisis 

molekuler adalah dapat mendeteksi jumlah CGG repeat, namun pemeriksaan 

dengan metode molekuler membutuhkan waktu lama (kurang lebih 10 hari), lebih 

mahal, dan pemeriksaan dengan PCR tidak dapat mendeteksi individu mutasi 

penuh karena amplifikasi lebih dari 100 – 200 CGG repeat sulit dilakukan.11  
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Akhir-akhir ini telah dikembangkan pemeriksaan imunositokimia untuk 

memeriksa protein FMRP yang terdapat di sitoplasma limfosit dengan 

menggunakan antibodi monoklonal dan gambaran kompleks antigen-antibodi 

dengan enzim alkaline phosphatase.11,12 Pemeriksaan imunositokimia sediaan 

apus darah tepi memberikan hasil yang lebih cepat (kurang lebih 24 jam) 

dibanding pemeriksaan analisis kromosom maupun analisis molekuler.11 

Pemeriksaan ini lebih lebih mudah dilakukan karena tidak membutuhkan alat 

yang canggih dan keahlian khusus. Disamping itu pemeriksaan terhadap protein 

FMRP juga merupakan indikator prognostik yang potensial terhadap derajat 

beratnya penyakit.13

Sejauh ini belum ada kepustakaan yang menyebutkan sensitivitas dan 

spesifisitas, nilai ramal positif dan negatif, serta rasio likelihood pemeriksaan 

imunositokimia limfosit sediaan apus darah tepi dibandingkan dengan analisis 

kromosom, maka hendak dilakukan penelitian untuk mencari nilai diagnostik 

pemeriksaan imunositokimia limfosit pada sediaan apus darah tepi. 

 

1.2  Perumusan masalah  

Dengan memperhatikan masalah tersebut di atas, dapat dirumuskan 

masalah penelitian sebagai berikut: berapakah nilai diagnostik pemeriksaan 

imunositokimia limfosit pada sediaan apus darah tepi dibandingkan dengan 

analisis kromosom pada penderita dengan dugaan  sindroma Fragile X ? 

 

 



 4

1.3  Tujuan penelitian  

1.3.1 Tujuan umum 

 Mengetahui nilai diagnostik pemeriksaan imunositokimia limfosit pada 

sediaan apus darah tepi untuk membantu penegakan diagnosis sindroma Fragile 

X. 

1.3.2  Tujuan khusus 

1. Mengukur sensitivitas pemeriksaan imunositokimia limfosit pada 

sediaan apus darah tepi dibandingkan dengan analisis kromosom 

2. Mengukur spesifisitas pemeriksaan imunositokimia limfosit pada 

sediaan apus darah tepi dibandingkan dengan analisis kromosom 

3. Menentukan nilai ramal positif pemeriksaan imunositokimia limfosit 

pada sediaan apus darah tepi dibandingkan dengan analisis kromosom 

4. Menentukan nilai ramal negatif pemeriksaan imunositokimia limfosit 

pada sediaan apus darah tepi dibandingkan dengan analisis kromosom 

5. Menentukan rasio likelihood pemeriksaan imunositokimia limfosit 

pada sediaan apus darah tepi dibandingkan dengan analisis kromosom 

 

1.4  Manfaat penelitian 

Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai berikut : 

1. Memberikan alternatif pemeriksaan untuk penegakan diagnosis Sindroma 

Fragile-X yang relatif lebih murah dan lebih cepat dikerjakan 

2. Memberikan  informasi yang dapat digunakan untuk penelitian 

selanjutnya 
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3. Memberikan sumbangan untuk perkembangan ilmu dan teknologi 

khususnya dalam metoda pemeriksaan Fragile X 
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BAB 2 

TINJAUAN PUSTAKA 

 

2.1  Sindroma Fragile X 

2.1.1 Gambaran klinik 

Nama  sindroma Fragile X didasarkan pada adanya patahan / fragile pada 

ujung lengan panjang kromosom X.1,2,14 Secara klinik, sindroma ini ditandai 

dengan karakteristik fisik yang khas, kelainan perkembangan dan tingkah laku. 

Kelainan fisik yang timbul dapat bermacam-macam, meskipun kadang tidak 

muncul. Secara fisik, sindroma Fragile X ditandai dengan wajah yang memanjang 

dan dagu yang menonjol, telinga menggantung dan memanjang serta pembesaran 

testis yang biasanya terlihat setelah masa pubertas. Penderita mempunyai 

lengkung palatum yang tinggi. Infeksi telinga berulang dan kelainan mata seperti 

strabismus sering didapatkan.Kelainan jaringan ikat yang sering didapatkan 

adalah telapak kaki rata (flat feet), loose joint, dislokasi pinggul kongenital dan 

skoliosis. Kelainan lain yang mungkin terjadi adalah prolap katub mitral atau 

serangan tiba-tiba petit mal.4,5,15,16

Kelainan perkembangan yang menyertai sindroma Fragile X adalah 

kemunduran intelektual dengan IQ < 70 yang terjadi pada kurang lebih 80% 

penderita laki-laki dan 50% wanita. Kelambatan bicara, kelainan motorik halus 

dan kasar, serta kesulitan belajar dan koordinasi merupakan kelainan 

perkembangan lain pada sindroma Fragile X.3,4,14-17
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Sindroma Fragile X juga ditandai dengan kelainan tingkah laku yaitu 

kurangnya perhatian dan gambaran autisme. Tingkah laku lain  yang sering 

didapatkan adalah  tidak stabilnya mood, rasa malu dan gelisah. Penderita sering 

mengulang-ulang kata dalam berbicara, tidak suka terhadap suara keras, sentuhan 

dan bau yang keras maupun kontak mata.4,5,15,16,18,19

 

2.1.2 Defek genetik 

Secara sitogenetik, pada sindroma Fragile X didapatkan kerapuhan / 

fragile pada band Xq27.3  yang tampak sebagai patahan di ujung lengan panjang 

kromosom X.1,5,6,7 Lokasi ini dikenal dengan simbol gen FRAXA (Fragile XA) 

yang merupakan gen tunggal  yang dikenal sebagai gen  Fragile X Mental 

Retardation-1 (FMR 1).5,9 Gen FMR 1 berukuran 38 kb dan mengandung 17 exon. 

Gen ini mengekspresikan 4,8 kb mRNA yang mentranslasi 614 asam amino 

polipeptida.20

Pada sindroma Fragile X terjadi perluasan jumlah trinukleotida CGG 

repeat. Perluasan CGG akan menyebabkan hipermetilasi yang akan menekan gen 

FMR 1. Represi gen FMR 1, mutasi noktah dan delesi pada Xq27.3 akan 

menyebabkan terhentinya produksi protein FMRP (Fragile X Mental Retardation-

1 Protein).21,22

Repeat trinukleotida CGG bersifat polimorfik. Pada keadaan normal, 

repeat CGG berjumlah antara 5 – 50 unit. Jumlah repeat 40 – 55 disebut dengan 

zona abu-abu atau intermediet atau protomutasi. Pada umumnya protomutasi tidak 

pernah menjadi mutasi penuh. Protomutasi ini diturunkan ke generasi selanjutnya, 
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disertai adanya pengurangan atau penambahan jumlah repeat, yang pada akhirnya 

bisa menjadi kelompok premutasi.22  

Jumlah repeat 50 – 200 CGG diklasifikasikan sebagai premutasi. Secara 

fenotip, individu premutasi baik laki-laki atau wanita adalah normal. Greco 

melaporkan adanya sindroma neurologis yang ditandai tremor progresif, ataksia, 

penurunan kognitif dan atrofi otak pada penderita premutasi laki-laki dewasa.22-26

Individu dengan mutasi penuh mempunyai repeat CGG > 200.22,23 

Penurunan mutasi penuh hanya dapat melalui wanita premutasi atau mutasi penuh 

dan tidak pernah melalui laki-laki.27 Mutasi ini menyebabkan metilasi dari regio 

promotor gen FMR 1 yang akan memblok transkripsi sehingga tidak bisa 

menghasilkan protein FMRP.22,28,29,30

Adanya interupsi AGG pada repeat CGG gen FMR 1 menyebabkan gen 

menjadi stabil. Pada keadaan normal interupsi AGG biasanya didapatkan pada 

repeat 9 atau 10 atau pada repeat ke 19 atau 20. Hilangnya interupsi AGG akan 

menjadikan gen FMR 1 tidak stabil.5,22 Struktur repeat CGG berbentuk hairpin 

dan tetrahelik diduga mengubah interupsi AGG. Selain interupsi AGG, penyebab 

instabilitas gen FMR 1 adalah arah replikasi, latar belakang genetik, transkripsi  

dan kondisi pertumbuhan. Mekanisme yang menyebabkan ketidakstabilan repeat 

CGG tidak diketahui secara pasti. Perubahan kecil yang terjadi pada repeat CGG 

terlihat pada keadaan normal. Jika ambang batas tertentu perubahan dilalui dan 

repeat CGG menjadi sangat tidak stabil, maka terjadilah mutasi.22,31

Adanya mutasi penuh berhubungan dengan hipermetilasi residu 

deoxycytosine dari regio promotor gen FMR 1 yang akan menghambat proses 
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transkripsi sehingga menyebabkan tidak diproduksinya protein FMRP.21,31 

Metilasi akan mencegah ikatan faktor transkripsi dan regio promoter. Inhibisi aksi 

α-Pal/Nrf-1 dari tempat ikatannya oleh metilasi akan menyebabkan hilangnya 

aktivitas promotor 70%.22 

 

2.1.3 Pewarisan 

Sindroma Fragile X mempunyai pewarisan yang unik yaitu :20,33 

- Sindroma Fragile X diwariskan secara X-linked namun tidak bisa 

digolongkan sebagai dominan atau resesif, karena wanita karier dapat 

menderita maupun tidak menderita retardasi mental dan dapat dengan atau 

tanpa menunjukan kelainan kromosom. 

- Hanya kurang lebih 30% wanita carrier yang menunjukkan gejala 

sindroma Fragile X, sedangkan pada pria 100%. Namun lelaki carrier 

(kurang lebih 20%) biasanya tidak menunjukkan gejala, yang disebut 

sebagai normal transmitting males (NTM). Saudara laki-laki dari NTM 

biasanya kurang menunjukkan gejala dibanding saudara laki-laki penderita 

sindroma Fragile X ( disebut dengan Sherman paradox) 

- Ibu dari penderita  sindroma Fragile X pria adalah wanita carrier 

- Rasio segregrasi (proporsi anaknya menderita) dari wanita carrier adalah 

0,4 bukan 0,5 
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2.1.4 Protein FMRP 

FMRP terletak di sitoplasma dan terekspresikan secara luas pada banyak 

sel terutama di jaringan neuron hipokampus dan lapisan serebelum.21,22,34 Hal 

inilah yang mendasari pemikiran bahwa hilangnya atau berkurangnya FMRP 

akibat hilangnya transkripsi FMR 1 menyebabkan timbulnya retardasi mental 

pada penderita sindroma Fragile X .21,22

FMRP mempunyai massa molekul 70 – 80 kDa, mengandung motif RNA-

binding yang terdiri dari 2 domain KH (K homology domains) dan 2 boks RGG. 

Fungsi FMRP belum diketahui secara pasti, namun karena protein ini terutama 

terdapat di sitoplasma, maka diduga berperan dalam transpor dan atau translasi 

mRNA.21,22,30,32,35-38

Pemeriksaan mikroskopik pada otopsi penderita sindroma Fragile X dan 

jaringan korteks serebri tikus KO menunjukkan adanya abnormalitas ukuran dan 

bentuk dendrit yang disebabkan kegagalan maturasi dendrit oleh karena tidak 

adanya FMRP. Foto dengan label fluoresen pada granula FMRP memperlihatkan 

bahwa protein berhubungan dengan ribosom pada dendrit dan pergerakan mereka 

ke neurit tergantung pada mikrotubulus.21,22,39  

Tidak adanya FMRP pada neuron diduga menyebabkan mis regulasi atau  

mis trafficking mRNAs dan inilah yang menjadi dasar terjadinya retardasi mental 

pada penderita sindroma Fragile X.21,22,32 FMRP juga berperan pada transpor 

spesifik mRNA inaktif ke area pos sinaps. Sebagai respon terhadap aktivitas 

sinaps, mRNA menjadi aktif bertranslasi. FMFP berperan penting untuk regulasi 

activity-dependent synaptic plasticity pada otak.21,22,36,37,40
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2.2  Pemeriksaan sindroma Fragile X 

2.2.1   Analisis kromosom / sitogenetik 

Sebagian besar kelainan kromosom adalah abnormalitas jumlah, dan yang 

lainnya adalah abnormalitas struktural. Sindroma Fragile X yang ditandai adanya 

fragile site pada kromosom X termasuk dalam abnormalitas struktural. Fragile 

site ini tampak sebagai konstriksi atau non staining gap pada ujung lengan 

panjang kromosom X (Xq 27.3/FRAXA) sehingga ujung lengan panjang tampak 

patah.6,7,33,41,42

Fragile site muncul pada individu penderita fragile X yang ditandai 

adanya retardasi mental. Pada penderita carrier atau yang tidak menderita, 

biasanya fragile site tidak muncul.6,7,41,42 

 

 

Gambar 1. Fragile site pada kromosom X wanita dan pria 41

 

Lubs (1969) menemukan adanya fragile site di ujung lengan panjang 

kromosom X pada pria dengan retardasi mental dengan menggunakan kultur TC 

199. Tahun 1977 Sutherland juga mendapatkan adanya fragile site dengan 

menggunakan media Tissue Culture 199 (TC 199) yang rendah folat dan 
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thymidine. Media yang mengandung folat/tymidine dengan kadar normal akan 

menghambat ekspresi fragile site. Berdasar hasil kultur tersebut, Sutherland 

membuat hipotesis bahwa metabolisme folat dan biosintesis pyrimidine 

merupakan mekanisme yang mendasari ekspresi fragile site.6,7,42

Penemuan lain menyebutkan bahwa zat seperti fluorodeoxycytidine dan 

trifluorothymidine yang merupakan inhibitor thymidilate synthetase juga 

mempengaruhi metabolisme folat. Penambahan zat seperti bromodeoxyuridine 

(BrdU), bromodeoxycytidine (BrdC) atau distamycin A (DistA) ke dalam media 

kultur sebelum pemanenan kromosom juga akan meningkatkan ekspresi fragile 

site.6,7,42 

 

 

DHF : dihydrofolate, THF : tetrahydrofolate, dUMP : uridylate, dTMP 
thymidylate, DHFR : dihydrofolate reductase, TS : thymidilate synthetase,  
FUdR :  fluorodeoxyuridine, dTTP : deoxythymidine triphosphate 
 
Gambar 2. Metabolisme folat 42
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Berdasar metabolisme folat dapat disimpulkan bahwa semua bahan yang 

menghambat pembentukan dTTP baik melalui inhibitor folat seperti methotrexate 

(MTX) atau inhibitor metabolisme pirimidine seperti FUdR akan mengganggu 

sintesis DNA. Hambatan sintesis DNA adalah suatu kejadian molekuler 

mendadak dan bertanggungjawab terhadap munculnya fragile site.6,7,42 

 

2.2.1.1 Kultur sel untuk memunculkan fragile site  

Agar fragile site pada kromosom X dapat terekspresikan, ada beberapa kondisi 

yang harus diperhatikan, yaitu : 6,7,42  

a. Media 

Media yang digunakan adalah media rendah folat seperti TC 199 atau 

Minimum Essential Medium (MEM-FA), atau menggunakan media 

dengan kadar folat normal tapi ditambahkan antagonis thymidilate 

sebelum pemanenan kromosom 

Alternatif lain adalah menggunakan media dengan kadar thymidine tinggi. 

Kadar thymidine tinggi akan menghambat replikasi DNA dan 

menghasilkan resolusi tinggi pada banding kromosom. 

Juga dapat dilakukan penambahan inhibitor folat ke dalam media kultur 

seperti methotrexate (MTX) atau inhibitor pirimidine / inhibitor tymidylate 

synhtetase FUdr (fluorodeoxyuridine). 

b. pH 

pH optimal media untuk memunculkan fragile site adalah kurang lebih 

7,6. Kadar pH harus terjaga selama kultur sel. 



 14

c. Jangka waktu kultur 

Pada umumnya kultur sel limfosit dalam waktu 72 – 96 jam sudah dapat 

memunculkan ekspresi fragile site. 

 

2.2.1.2  Pemanenan dan pengecatan 

Pada saat pemanenan, penambahan larutan hipotonik merupakan prosedur 

rutin. Pada umumnya larutan hipotonik yang digunakan adalah KCl 0,075M. 

Beberapa penelitian menyebutkan bahwa penambahan larutan hipotonik Na sitrat 

1% lebih memunculkan fragile site dibandingkan KCl. Na sitrat diduga lebih kuat 

berikatan dengan kromatin. Ikatan ini akan mempengaruhi konsentrasi kation 

divalen yang akan menyebabkan kelainan kondensasi.7,42

Pengecatan yang rutin dilakukan di laboratorium untuk analisis kromosom 

adalah pengecatan solid dan pengecatan banding. Pengecatan solid digunakan 

untuk skrining sel. Aseto-arcein 1-2%, Giemsa atau Wright adalah pewarnaan 

yang pada umumnya dipakai dalam pengecatan solid.7,42  

Konfirmasi lebih lanjut adanya fragile site dilakukan dengan pengecatan G 

banding.7,42 Pengecatan G banding dilakukan dengan cara membiarkan slide 

menjadi tua selama 3-5 hari. Selanjutnya slide dicelup dalam larutan Trypsin 

0,1% dan dilanjutkan pengecatan dengan Giemsa.7,42,43

 

2.2.1.3  Analisis 

Analisis kasus Fragile-X diawali dengan melihat sidikan 50 sel pada 

pengecatan solid . Penghitungan diteruskan sampai 100 sel bila didapatkan fragile 
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site.. Slide dengan fragile site positif dicatat koordinatnya, dilunturkan catnya 

kemudian dicat ulang dengan pengecatan  G banding dan dianalisis paling sedikit 

6 sel untuk konfirmasi.43

 

2.2.2  Analisis molekuler 

Perkembangan ilmu biologi molekuler dan teknologi rekombinan DNA 

memungkinkan pemeriksaan mutasi yang terjadi pada Fragile X. Beberapa 

penelitian menunjukkan lokasi dari gen Fragile X dan menemukan bahwa pada 

pria penderita Fragile X terjadi hipermetilasi DNA di regio tersebut yang tidak 

ditemukan pada orang normal.5,8-11

Diagnosis molekuler pada Fragile X dilakukan dengan menggunakan dua 

metode yaitu Southern Blot  dan Polimerse Chain Reaction (PCR). Kedua metode 

ini dapat mendeteksi perluasan CGG repeat yang terjadi pada Fragile X.5, 8,9,10,11,41    

Metode Southern Blot untuk mendeteksi Fragile X menggunakan probe 

StB12.3 memakai 2 enzim retriksi.8,41 Enzim pertama, EcoRI akan memotong 

untaian DNA dan menghasilkan band 5,2 kb. Enzim kedua, EagI akan memotong 

unmethylated DNA di daerah CpG dan menghasilkan band 2,8 kb, sehingga pada 

orang normal didapatkan band 2,8 kb yang merupakan kromosom X yang aktif 

dan 5,2 kb yang merupakan kromosom X inaktif yang bermetilasi. Pada keadaan 

premutasi terbentuk band 2,9 – 3,2 kb pada kromosom X yang aktif dan 5,3 – 5,7 

kb  pada kromosom X inaktif, sedangkan penderita Fragile X mempunyai band 

5,9 – 9 kb.7 Keuntungan penggunaan Southern Blot dibanding PCR adalah dapat 

mendeteksi individu dengan mutasi penuh dan status metilasi dari regio CpG.5,8
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PCR dapat mendeteksi mutasi fragile X secara cepat dan hanya 

membutuhkan sedikit DNA dibanding Southern Blot. Dengan PCR dapat 

diketahui jumlah repeat CGG. Prinsip pemeriksaan adalah pemanjangan primer 

melalui pembentukan pasangan basa dengan nukleotida DNA target. Nukleotida 

bebas dGTP yang digunakan untuk pemeriksaan fragile X adalah 7 deaza 

guanosine triphosphate (7-deaza dGTP) dengan penambahan Taq sebagai enzim 

DNA polimerase. Buffer rendah magnesium digunakan untuk menjaga stabilitas 

Taq. Setelah terbentuk produk PCR, produk tersebut dideteksi dengan 

elektroforesis pada gel polyacrylamid. Wanita normal pada umumnya mempunyai 

CGG repeat 30 dan 29. Repeat 56 – 200 biasanya terdapat pada premutasi dan 

individu dengan mutasi penuh menghasilkan repeat CGG > 200.5,8

 

2.2.3  Analisis protein  FMRP dengan pemeriksaan imunositokimia sediaan 

apus darah tepi  

Deteksi protein FMRP yang terdapat di sitoplasma dilakukan dengan 

pemeriksaan imunositokimia.21 Metode ini menggunakan prinsip dasar reaksi 

ikatan antigen (dalam hal ini protein FMRP) dengan antibodi spesifik yang 

terdapat dalam reagen. Jika didapatkan protein FMRP maka akan terjadi ikatan 

antigen – antibodi. Ikatan ini dapat dideteksi dengan melihat aktivitas enzim yang 

dikonjugasikan pada antibodi yang menghasilkan perubahan warna.44,45 

Keuntungan metode imunositokimia ini adalah waktu pemeriksaan yang cepat (24 

jam), mudah, relatif murah, dan dapat digunakan untuk pemeriksaan sampel 

dalam jumlah banyak.11,45
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2.2.3.1  Sediaan apus darah tepi 

Sediaan apus darah tepi (SADT) yang baik diperlukan dalam pemeriksaan 

imunositokimia. Ciri-ciri SADT yang baik adalah : lebar dan panjang tidak 

memenuhi seluruh kaca obyek, secara gradual penebalannya berangsur-angsur 

menipis dari kepala ke arah ekor, ujung ekor tidak berbentuk bendera robek, tidak 

berlubang-lubang, tidak terputus-putus, tidak terlalu tebal atau terlalu tipis.46,47

Secara garis besar, SADT dibagi menjadi 6 zona berdasar susunan 

populasi sel darah merah yaitu : zona I (zona ireguler), zona II (zona tipis), zona 

III (zona tebal), zona IV (zona tipis), zona V (zona reguler) dan zona VI (zona 

sangat tipis).46  Pemeriksaan imunositokimia limfosit pada SADT tidak diperlukan 

zona-zona tersebut karena pembacaan berdasarkan penghitungan limfosit 

sejumlah 100 sel tanpa memperhitungkan letaknya. 

Peralatan yang diperlukan untuk pembuatan SADT adalah :46,47,48

- kaca obyek dengan permukaan rata, bersih, kering, bebas debu dan lemak 

- Spreader/penggeser dari bahan gelas atau bahan lainnya dengan tepi rata 

dan lebih sempit dari lebar kaca obyek 

Cara pembuatan SADT dilakukan dengan metode two slide yang 

menggunakan 2 buah kaca obyek. Satu tetes darah (+ 5 µL) diletakkan pada 1-2 

cm dari salah satu ujung kaca obyek, kemudian spreader diletakan di depan 

tetesan darah dengan sudut 300 - 400  terhadap kaca obyek. Spreader ditarik ke 

belakang sampai menyentuh tetes darah, kemudian ditunggu sampai darah 

menyebar sepanjang spreader. Spreader didorong dengan gerakan mantap 

sehingga terbentuk apusan darah sepanjang 3-4 cm. Apusan darah dibiarkan 
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mengering di udara, diberi identitas penderita dan siap untuk proses 

pengecatan.46,47,48

              

Small drop 
Of blood 

Gambar 3. Pembuatan SADT dengan metoda two slides 48

 

2.2.3.2  Limfosit pada Sediaan Apus Darah Tepi 

Limfosit merupakan sel yang dapat mengenali bermacam-macam 

substansi asing dan memproduksi antibodi. Sel ini diproduksi di sumsum tulang 

dan berkembang lebih lanjut di organ limfoid primer dan sekunder. Limfosit 

berdiferensiasi menjadi sel limfosit T dan B di organ limfoid primer. Limfosit T 

bertanggung jawab terutama pada respon imun seluler, sedangkan sel B berperan 

pada respon imun humoral.49,50,51

Limfosit yang matang, berdasar ukuran, terbagi menjadi limfosit besar (17 

– 20 µm) dan limfosit kecil (6 – 9 µm). Rasio inti : sitoplasma adalah 2 : 1 pada 

limfosit besar dan 4 : 1 sampai 3 : 1 untuk limfosit kecil. Limfosit matur 

mempunyai inti berbentuk bulat atau oval, kadang bercelah dengan kromatin inti 

padat dan tidak mempunyai anak inti. Sitoplasma sedikit dengan warna biru. 

Kadang didapatkan granula azurofilik di sitoplasma.50,51



 19

Jumlah limfosit di darah tepi tergantung usia. Pada bayi baru lahir, limfosit 

merupakan 90% dari total leukosit di darah tepi. Pada dewasa, didapatkan 35% 

limfosit di darah tepi dengan 60% - 80% terdiri dari sel T dan 20% sel B.51

Willemsen dkk (1995) melaporkan bahwa protein FMRP banyak terdapat 

pada sitoplasma limfosit. Oleh karena itulah, maka pemeriksaan imunositokimia 

apusan darah tepi menggunakan persentase didapatkannya protein FMRP di 

limfosit.22

 

2.2.3.3  Pengecatan  

Pengecatan yang digunakan adalah immunoperoxidase labelling dengan 3 

langkah imunoinkubasi. SADT difiksasi dengan larutan paraformaldehide. 

Selanjutnya dilakukan permeabilisasi dengan metanol dan dilanjutkan dengan 

memblok aktivitas peroxidase endogenous menggunakan PBS block. Inkubasi 

pertama dilakukan dengan menambahkan antibodi T1a terhadap protein FMRP. 

Dilanjutkan inkubasi kedua dengan goat anti-mouse immunoglobulin yang 

dikonjugasi dengan biotin. Inkubasi ketiga menggunakan streptavidin-biotinylated 

peroxidase complex. Setelah dilakukan pencucian ditambahkan larutan DAB dan 

selanjutnya dicat dengan Nuclear Fast Red. 12,21,45,52

 

2.2.3.4  Analisis 

SADT yang telah dicat, dibaca di bawah mikroskop dengan pembesaran 

1000x dengan penambahan minyak emersi. Protein FMRP terekspresikan sebagai 

warna coklat pada sitoplasma limfosit. Dilakukan penghitungan terhadap limfosit 
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dengan sitoplasma tercat coklat dalam 100 limfosit. Pembacaan dimulai dari tepi 

kiri (sesuai dengan posisi ekor preparat) ke arah kepala. Jika belum didapatkan 

100 sel limfosit, maka arah pembacaan diturunkan ke bawah, kemudian bergeser 

ke arah ekor kembali ( gerak zigzag). Individu normal mempunyai limfosit 

dengan protein FMRP > 80%, dan individu dengan mutasi penuh mempunyai 

protein FMRP < 42%.53 

 

 

 

 

 

Gambar 4. Alur penghitungan limfosit pada SADT 
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2.3  Kerangka  Teori 

 

Analisis  
Kromosom 

Asam folat    Jumlah  Thyimidine 
  CGG repeat Inhibitor folat 

Inhibitor thymidylate syntetase    

Fragile 
site 

    Fragile X Analisis  
Protein FMRP 

    Analisis 
   molekuler 

2.4  Kerangka Konsep 

 

Analisis kromosom        

      Fragile X 

Analisis protein FMRP        
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BAB 3 

METODE  PENELITIAN 

 

3.1  Disain Penelitian 

 Disain penelitian yang digunakan pada penelitian ini adalah uji diagnostik 

dengan pendekatan belah lintang 

 

3.2  Ruang lingkup penelitian 

 Ruang lingkup bidang ilmu yang diteliti adalah bidang ilmu Patologi 

Klinik dengan titik berat pada cabang ilmu imunologi dan genetika. 

  

3.3  Tempat dan waktu penelitian 

 Tempat penelitian adalah Semin-Gunung Kidul, sedangkan pemeriksaan 

laboratorium dilakukan di Laboratorium Bioteknologi Fakultas Kedokteran 

UNDIP. 

Waktu penelitian adalah antara bulan Desember 2004 sampai dengan 

Agustus  2005. 

 

3.4  Populasi dan sampel 

3.4.1  Populasi penelitian  

Populasi penelitian ini adalah siswa SLB Darma Putra, Semin Gunung Kidul 

dengan kriteria inklusi sebagai berikut :    

- laki-laki, umur > 7 tahun 
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- penderita retardasi mental ringan – sedang 

- tidak bisu tuli 

- bukan penderita sindroma Down 

- tidak menderita  multipel malformasi 

3.4.2  Pengambilan sampel  

Pengambilan sampel secara konsekutif. 

3.4.3  Besar sampel  

 Untuk uji diagnostik, digunakan rumus besar sampel tunggal untuk 

estimasi proporsi suatu populasi, sebagai berikut :52,53  

 n = z α 
2 PQ 

           d 2 

 P : proporsi penyakit atau keadaan yang dicari 

      Karena proporsi sebelumnya tidak diketahui, maka digunakan P = 0,50 

 d : tingkat ketepatan absolut yang dikehendaki (ditetapkan oleh peneliti) 

 α : tingkat kemaknaan (ditetapkan oleh peneliti) 

 P = 0,50 ; d = 20% ; Zα = 1,645 (tingkat kesalahan 0,05) 

 n = 1,6452 x 0,50 x (1 – 0,50) 

                   (0,20)2 

     = 2,706025 x 0,25

                0,04 

 n = 16,9 ≈ 17 

 Dengan memperhitungkan faktor drop out sebesar 10%, maka didapatkan 

besar sampel penelitian adalah 17 + 1,7 = 18,7 yang dibulatkan menjadi 20. 
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3.5  Variabel penelitian dan definisi operasional variabel 

3.5.1  Variabel bebas 

 Variabel bebas adalah : 

- Analisis kromosom 

   Skala data : skala nominal  

- Analisis protein 

   Skala data : skala rasio 

- Sensitivitas 

   Skala data : skala rasio 

- Spesifisitas  

   Skala data : skala rasio 

- Nilai ramal negatif 

   Skala data : skala rasio 

- Nilai ramal positif 

   Skala data : skala rasio 

- Rasio likelihood positif 

   Skala data : skala rasio 

- Rasio likelihood negatif 

   Skala data : skala rasio 

3.5.2  Variabel tergantung 

 Variabel tergantung adalah Fragile X 

 Skala data : nominal 
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3.5.3  Definisi operasional variabel 

Analisis kromosom pemeriksaan dengan menggunakan kultur limfosit 

pada media rendah folat TC 199 dan MEM untuk 

melihat adanya fragile site di ujung lengan panjang 

kromosom X 

Analisis protein FMRP pemeriksaan protein FMRP dengan menggunakan 

pengecatan imunositokimia immunoperoxidase 

labelling terhadap limfosit pada sediaan apus darah 

tepi, dimana  diagnosis penderita Fragile X 

ditegakkan jika kadar protein FMRP positif < 42%  

Sindroma Fragile X didapatkannya fragile site di Xq27.3 kromosom X 

pada analisis kromosom 

Sensitivitas proporsi subyek yang sakit dengan hasil uji 

diagnostik positif (positif benar) dibanding seluruh 

subyek yang sakit (positif benar + negatif semu) 

Spesifisitas proporsi subyek yang sehat dengan hasil uji 

diagnostik negatif (negatif benar) dibanding seluruh 

subyek yang  tidak sakit (negatif benar + positif 

semu) 

Nilai ramal positif probabilitas seseorang menderita penyakit apabila uji 

diagnostiknya positif 

Nilai ramal negatif probabilitas seseorang tidak menderita penyakit 

apabila uji diagnostiknya negatif 
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Rasio likelihood positif perbandingan antara proporsi subyek yang sakit yang 

memberi hasil uji positif dengan proporsi subyek 

yang sehat yang memberi hasil uji positif 

Rasio likelihood negatif perbandingan antara proporsi subyek yang sakit yang 

memberi hasil uji negatif dengan proporsi subyek 

yang sehat yang memberi hasil uji negatif 

 

3.6   Alur penelitian 

   Sampel darah vena + heparin 
            
 
      
  kultur            apusan darah tepi 
                      
 
  
    media TC 199    media MEM       pengecatan imunositokimia 
                        
 
  

Analisis kromosom   analisis limfosit 
 
 

3.7  Baku emas 

Standar baku emas yang digunakan pada penelitian ini adalah analisis kromosom 
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3.8  Cara kerja  

3.8.1  Analisis kromosom 

- Darah diambil dari pembuluh darah vena dengan penambahan 

antikoagulan heparin 

- 10 tetes darah diteteskan ke dalam tabung yang berisi 5 ml media TC 

199 dan ke tabung lain yang berisi MEM 

- Tabung diinkubasi pada suhu 370 C selama 72 - 96 jam dengan sudut 

kemiringan tabung kurang lebih  450  dalam inkubator  

- 24 jam sebelum pemanenan, ditambahkan thymidine 100 µL pada 

tabung dengan media MEM  

- Ditambahkan 3 tetes colchicines, inkubasi diteruskan selama 30 menit. 

Kemudian dipusingkan selama 10 menit pada 1000 rpm 

- Supernatan dibuang, endapan diresuspensikan dan ditambahkan 

larutan hipotonik hangat KCl 0,075M, diresuspensi sampai homogen 

dan diinkubasi 370 C dalam waterbath selama 15-30 menit 

- Dipusingkan selama 10 menit pada 1000 rpm, supernatan dibuang dan 

ditambahkan 5 ml larutan fiksasi Carnoy's pelan-pelan melalui dinding 

tabung, kemudian dikocok. Pemberian larutan fiksasi diulangi 3 kali 

sampai didapatkan presipitat yang jernih 

- Residu disuspensikan dengan larutan Carnoy's secukupnya sesuai 

dengan banyaknya pelet, disebarkan pada gelas obyek dengan 

meneteskan 2 suspensi pada lokasi yang berbeda 
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- Dilakukan pengecatan solid dengan giemsa 10% dalam larutan bufer 

phospat pH 6,8 selama 1 menit 

- Dilakukan sidikan 50 sel, bila didapatkan positif fragile X 

penghitungan diteruskan sampai 100 sel 

- Slide yang positif fragile X dicatat koordinatnya, di-destaining 

kemudian dicat G-banding yaitu dengan cara : slide dibiarkan berumur 

3 - 5 hari, dicelup dalam larutan Trypsin 0,1% yang dilarutkan dengan 

PBS pH 6,8, dicuci segera 2x dengan PBS dan dicat dengan Giemsa 

10% dalam bufer phospat 

- Dilakukan  konfirmasi  untuk fragile X positif dan dianalisis paling 

sedikitnya 6 sel 

- Semua metafase yang sudah dianalisis difoto hitam putih 

 

3.8.2  Pemeriksaan imunositokimia 

- Dibuat apusan darah tepi  

- Difiksasi dengan paraformaldehyde dan larutan bufer Sorrensen 

selama 10 menit 

- Dipermeabilisasi dengan metanol 100% selama 20 menit 

- Aktivitas endogenous peroxidase diblok dengan PBS BLOCK selama 

30 menit 

- Dicuci 3x dengan PBS masing-masing selama 5 menit    

- Slide diinkubasi dengan antibodi monoklonal T1a dengan pengenceran 

1 : 1500 selama 1 jam pada suhu ruangan 
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- Dicuci dengan PBS+  3 x 5 menit 

- Diinkubasi dengan antibodi kedua biotinylated selama 10 menit 

- Dicuci dengan PBS+  3 x 5 menit 

- Diinkubasi dengan peroxidase-conjugated Streptavidin 

- Dicuci dengan PBS+  4 x 5 menit 

- Dicuci dengan 0,1M PBS selama 5 menit 

- Diinkubasi dengan DAB subtrate selama 15-20 menit 

- Dicuci dengan aqua destilata selama 5 menit 

- Diwarnai dengan Nuclear Fast Red selama 2 menit 

- Dicelupkan dalam etanol 80%, 96%, 100% masing-masing selama 2 

detik, kemudian diletakkan dalam larutan xylene DEH 1 selama 

beberapa detik dan xylene DEH 2 

- Dikeringkan semalam dalam inkubator 37 0 C 

- Dilakukan analisis dengan menghitung persentase sitoplasma limfosit 

yang terwarnai coklat dalam 100 limfosit 

 

3.9  Analisis data 

Data yang telah terkumpul ditabulasi dan dianalisis menggunakan uji statistik 

sebagai berikut : 

- Analisis hasil pemeriksaan kromosom oleh pemeriksa dikonfirmasikan    

kepada ahli sitogenetika 

- Analisis hasil pemeriksaan analisis protein FMRP antara pemeriksa I 

(peneliti) dan II (analis laboratorium) dengan uji beda t berpasangan 
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jika distribusi data normal, atau dengan uji Wilcoxon Signed Ranks 

Test jika distribusi data tidak normal 

- Uji diagnostik  : data yang didapat dimasukan ke tabel 2 x 2, kemudian 

dilakukan penghitungan untuk mencari sensitivitas, spesifisitas, nilai 

ramal positif dan nilai ramal negatif, serta rasio likelihood  

 

Tabel 2 x 2 diagnosis Fragile X antara hasil pemeriksaan analisis kromosom dan 

hasil pemeriksaan analisis protein FMRP 

Fragile X dengan 

Analisis kromosom 

 

(+) (-) 
 

(+)  a b 
 

 
Fragile X dengan 

Analisis protein FMRP (-)  c d 
 

 

Fragile X dengan analisis protein FMRP, sesuai kriteia Willemsen dengan cut off 

pont 42% adalah : 

(+) : jika didapatkan limfosit dengan sitoplasma terwarnai coklat < 42% 

(-) : jika didapatkan limfosit dengan sitoplasma terwarnai coklat > 42% 

Fragile X dengan analisis kromosom : 

 (+) : jika didapatkan fragile site ≥ 15% 

 (-) : jika tidak didapatkan fragile site < 15% 
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Rumus penghitungan : 

Sensitivitas         =  a / a + c  

Spesifisitas         =   d / b + d 

Nilai ramal positif  =  a / a + b 

Nilai ramal negatif  =  d / c + d 
 
Rasio Likelihood positif = sensitivitas / (1 – spesifisitas) 
 
Rasio Likelihood negatif = (1 – sensitivitas ) / spesifisitas 
 
 

a  : jumlah penderita Fragile X dengan  analisis kromosom dan analisis    

     protein FMRP 

b : jumlah penderita Fragile X dengan  analisis protein FMRP dan bukan     

       Fragile X dengan analisis kromosom 

c : jumlah penderita Fragile X dengan  analisis kromosom dan bukan             

        Fragile X dengan analisis protein FMRP 

d : jumlah bukan penderita Fragile X dengan  analisis kromosom dan   

                    analisis protein FMRP 
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BAB 4 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

 

4.1  Hasil Penelitian 

4.1.1   Seleksi sampel 

SLB Darma Putra Semin Gunung Kidul mempunyai 61 siswa yang terdiri 

dari 23 siswa perempuan dan 38 siswa laki-laki. Enam  belas siswa merupakan 

penderita bisu tuli dan 45 siswa adalah penderita tuna grahita. Sebanyak 20 siswa 

yang memenuhi kriteria inklusi yaitu laki-laki berumur > 7 tahun, penderita 

retardasi mental ringan – sedang, tidak bisu tuli,  bukan penderita sindroma 

Down, dan tidak terdapat multipel malformasi, diambil sebagai sampel penelitian. 

Pengambilan sampel dilakukan secara konsekutif.  

 

4.1.2   Hasil analisis kromosom 

Hasil pembacaan sediaan kromosom oleh peneliti yang telah 

dikonfirmasikan kepada ahli sitogenetika tercantum dalam tabel 1.  

Pemeriksaan kromosom bertujuan untuk melihat ekspresi fragile site, 

digunakan sebagai gold standar. Fragile site didapatkan pada 16 (80%)  sampel 

dengan frekuensi rata-rata fragile site sebesar 22,81%. Empat sampel (20%) tidak 

didapatkan fragile site. Satu sampel hanya ditemukan  fragile site sebanyak 10% 

dimana hasil pemeriksaan protein FMRP adalah 44%. Pengecatan banding 

dilakukan untuk konfirmasi adanya fragile site pada kromosom X (bukan pada 

kromosom lain).  Diagnosis Fragile X ditegakkan jika didapatkan fragile site ≥ 
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15%. Berdasarkan kriteria ini, sampel yang menderita Fragile X sebanyak 15 

orang (75%).  Pemeriksaan kelainan struktur dan jumlah kromosom lain pada 

pengecatan banding sementara belum dilakukan.  

 

Tabel 1. Hasil pemeriksaan analisis kromosom 

 

Hasil  No sampel 

Fragile site (%) Fragile X 

1 25 + 

2 30 + 

3 25 + 

4 15 + 

5 0 - 

6 30 + 

7 20 + 

8 0 - 

9 10 - 

10 20 + 

11 15 + 

12  50 + 

13 20 + 

14 30 + 

15 0 - 

16 0 - 

17 15 + 

18 15 + 

19 20 + 

20  25 + 

Keterangan : Diagnosis Fragile X ditegakkan jika didapatkan fragile site ≥ 15% 
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Gambar 5.  Fragile site pada pengecatan solid (tanda panah) 

 

 

Ga

 

 

mbar 6. Fragile site pada pengecatan banding  (tanda panah) 
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4.1.3   Hasil analisis protein FMRP 

Analisis protein FMRP dilakukan dengan pengecatan imunositokimia pada 

sediaan apus darah tepi. Pembacaan dilakukan oleh 2 orang pemeriksa (pemeriksa 

I adalah peneliti, dan pemeriksa II adalah analis laboratorium yang kompeten) 

dengan prosedur yang sama. Hasil pembacaan protein FMRP pada limfosit 

tercantum pada tabel 2 dan gambar 7 . 

Persentase minimum protein FMRP adalah 3% dan persentase maksimum 

45% dengan mean 13,4%. Grafik histogram memperlihatkan bahwa distribusi 

data tidak normal.  

 

 

45
40
35

FMRP(%) 30
25
20
15
10
5
0

20 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

Nomor Sampel

Gambar 7. Distribusi protein FMRP pada seluruh sampel yang diperiksa 
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Tabel 2. Data hasil pemeriksaan protein FMRP  

No sampel Protein FMRP (%)  

1 7 

2 5 

3 5 

4 11 

5 45 

6 42 

7 6 

8 30 

9 44 

10 12 

11 3 

12 4 

13 7 

14 3 

15 5 

16 4 

17 7 

18 10 

19 8 

20 10 

 

 

Hasil pembacaan protein FMRP oleh kedua pemeriksa dianalisis dengan 

Wilcoxon Signed Ranks Test karena distribusi data tidak normal. Didapatkan 

hasil p > 0,05 (p = 0,775) sehingga tidak didapatkan perbedaan bermakna hasil 

pemeriksaan protein FMRP antara pemeriksa I dan II. 
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Gambar 8.  Protein FMRP positif   

Protein FMRP positif, tampak sitoplasma limfosit berwarna 

coklat di (tanda panah)         

 

   

Gambar 9.  Protein FMRP positif dan negatif 

Protein FMRP positif, tampak sitoplasma limfosit berwarna 

coklat di (tanda panah), sitoplasma limfosit yang tidak 

mengandung FMRP tampak jernih   (tanda X) 
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Gambar 10.  Protein FMRP positif  

Protein FMRP positif  tampak berwarna coklat di sitoplasma  

limfosit (tanda panah)         

 

 

4.1.4  Uji diagnostik 

Hasil pemeriksaan protein FMRP dengan pengecatan imunositokimia pada 

SADT dimasukkan dalam tabulasi data dan dibandingkan dengan hasil analisis 

kromosom. Dugaan penderita Fragile X ditegakkan jika pada analisis protein 

FMRP ditemukan jumlah limfosit dengan sitoplasma tercat coklat < 42%.53 

Analisis kromosom dinyatakan positif penderita jika ditemukan fragile site ≥ 

15%.43  

Hasil analisis protein FMRP dan kromosom dimasukkan dalam tabulasi 

data. Tabulasi data tersebut kemudian dimasukkan ke dalam tabel 2 x 2, dan 

dilakukan penghitungan nilai diagnostik meliputi nilai sensitivitas, spesifisitas, 

nilai ramal positif dan negatif, serta rasio likelihood. 
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Tabel 3. Tabel 2 x 2 hasil pemeriksaan analisis protein FMRP dibandingkan 

analisis  kromosom 

 

Fragile X dengan 

Analisis kromosom  

 

+ - 

+ 14 (a) 3 (b) Fragile X dengan 

Analisis FMRP - 1 (c) 2 (d) 

 

 

Dari tabel 2 x 2 di atas dilakukan penghitungan sebagai berikut : 

 Sensitivitas =  (a / a+c) x 100% = (14 / 14+1) x 100%  

          =  93,33 % 

 Spesifisitas =  (d / b+d ) x 100%  = (2 / 3+2 ) x 100% 

          =  40 % 

 Nilai ramal positif =  (a / a+b ) x 100% = (14 / 14+3 ) x 100% 

         = 82,35 % 

 Nilai ramal negatif =  (d / c+d ) x 100% =  (2 / 1+2 ) x 100% 

          =  66,66 %  

  Rasio likelihood positif = sensitivitas / (1 – spesifisitas)  

     = 0,9333 / (1 – 0,4) 

         = 1,55  

  Rasio likelihood negatif = (1- sensitivitas) / spesifisitas  

     = (1 – 0,9333) / 0,4 

         = 0,16 
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4.2  Pembahasan 

4.2.1  Data umum 

Sampel yang diambil adalah pria dengan umur penderita berkisar antara 13 

sampai 36 tahun. Sebanyak 16 orang (80%) di antaranya berusia produktif (20 -59 

tahun). Keadaan ini dapat menimbulkan kerugian di bidang sosial ekonomi baik 

bagi keluarga maupun negara karena penduduk usia produktif diharapkan dapat 

bekerja secara optimal. Diagnosis dini Fragile X diperlukan untuk penanganan 

dan pencegahan gejala Fragile X. 

 

4.2.2  Hasil analisis kromosom 

Hasil penelitian menunjukkan bahwa 75% sampel menderita Fragile X 

berdasarkan analisis kromosom. Penelitian ini memperlihatkan bahwa kedua 

media baik media rendah folat TC 199 maupun media MEM yang ditambah 

dengan thymidine dapat menampilkan ekspresi fragile site. Media TC 199 

merupakan media dengan kadar folat rendah . Kadar folat yang rendah akan 

menghambat pembentukan dTTP melalui penghambatan pada thymidylate 

syntetase. Deplesi kadar dTTP yang dibutuhkan untuk sintesis DNA akan 

menyebabkan gangguan kondensasi kromatin yang tampak sebagai non staining 

gap atau patahan di ujung lengan panjang kromosom X. Media MEM dengan 

penambahan thymidine akan memunculkan fragile site melalui mekanisme  

peningkatan jumlah dTTP. Tingginya kadar dTTP akan menghambat kerja 

ribonucleotide reduktase dalam mereduksi cytidine diphosphate menjadi 

deoxycytidine diphosphate (dCDP). Jumlah dCDP yang berkurang akan 
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menyebabkan turunnya kadar deoxycytidine triphosphate (dCTP) yang diperlukan 

dalam sintesis DNA sehingga menyebabkan gangguan kondensasi kromatin. 6,7,42 

Hasil penelitian ini sesuai dengan penelitian Sutherland yang menyatakan bahwa 

media dengan kadar rendah folat atau konsentrasi thymidine tinggi dapat 

memunculkan fragile site. 7 

Sampel no 8, tidak didapatkan fragile site pada kultur dengan media TC 

199, sedangkan kultur dengan media MEM tidak berhasil. Kegagalan kultur ini 

kemungkinan karena pengerjaan yang tidak steril sehingga menyebabkan terjadi 

kontaminasi bakteri (sampel tampak berwarna hitam setelah diinkubasi 72 jam, 

dan sediaan kromosom penuh dengan bakteri tanpa didapatkan adanya sel ). 

 

4.2.3  Hasil analisis protein FMRP  

Hasil penelitian menunjukan 17 (85%) penderita Fragile X dengan 

pemeriksaan analisis protein FMRP pada SADT, berdasarkan kriteria Willemsen 

dengan cut off point 42%. Berdasar kriteria tersebut, seseorang dengan jumlah 

limfosit di SADT yang mengandung protein FMRP < 42% adalah penderita 

sindroma Fragile X. 53 

Penelitian ini menunjukkan bahwa pemeriksaan protein FMRP di 

sitoplasma limfosit dengan pengecatan imunositokimia pada SADT  

memungkinan penegakan diagnosis sindroma Fragile X dilakukan lebih cepat dan 

relatif lebih murah dibanding dengan analisis kromosom. Oostra (1999) 

menyatakan bahwa teknik imunositokimia mempunyai kelebihan yaitu : (1) waktu 

pemeriksaan yang cepat, hasil bisa didapatkan dalam 24 jam, (2) tidak 
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membutuhkan peralatan laboratorium untuk kultur kromosom, dan (3) harganya 

lebih murah daripada analisis kromosom.11  Willemsen dalam penelitiannya juga 

menyebutkan bahwa analisis protein FMRP dapat meningkatkan diagnosis 

prenatal karena dapat mendeteksi sindroma Fragile X mulai minggu ke 16.56

Teknik imunositokimia didasarkan pada reaksi antigen-antibodi terhadap 

protein yang dihasilkan oleh gen FMR 1 yang terletak di Xq27.3 (FRAXA). 

Protein FMRP akan didapatkan pada individu normal. Ketiadaan atau 

menurunnya jumlah protein ini menunjukkan indikasi adanya kelainan pada gen 

FMR 1. Berdasarkan hal tersebut, analisis protein FMRP dapat dijadikan dasar 

diagnosis FRAXA yang lebih kuat dibandingkan analisis kromosom. Fragile site 

yang ditemukan pada ujung lengan panjang kromosom X dengan analisis 

kromosom belum tentu terjadi pada regio q27.3. 21

Kelemahan metode ini adalah subyektivitas pemeriksa. Warna coklat pada 

sitoplasma limfosit dapat terlihat oleh pemeriksa satu namun tidak terlihat oleh 

pemeriksa lain. Ketidaksesuaian pemeriksaan terutama terjadi pada limfosit 

dengan sitoplasma sempit. Standarisasi cara pemeriksaan dan   pembacaan 

(standar warna coklat sitoplasma limfosit seperti yang terdapat pada kontrol 

normal) dapat dilakukan sebagai upaya mengurangi kelemahan metode ini.  

 

4.2.4  Hasil uji diagnostik 

Pemeriksaan protein FMRP dengan pengecatan imunositokimia 

mempunyai nilai sensitivitas 93,33 %,  spesifisitas 40 %, nilai ramal positif 

82,35% dan nilai ramal negatif 66,66 % dibandingkan dengan analisis kromosom. 
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Pemeriksaan protein FMRP dengan pengecatan imunositokimia 

mempunyai sensitivitas tinggi ( 93,33%). Nilai sensitivitas tinggi menunjukkan 

bahwa pengecatan imunositokimia pada preparat SADT mempunyai kemampuan 

tinggi dalam menemukan kasus sindroma Fragile X. Sebaliknya, metoda ini 

mempunyai spesifisitas rendah ( 40 %) yang menunjukan bahwa kemampuan 

pemeriksaan imunositokimia pada SADT dalam menyingkirkan subyek yang 

tidak menderita sindroma Fragile X adalah rendah. Spesifisitas pemeriksaan 

imunositokimia rendah kemungkinan karena jumlah sampel yang tidak menderita 

sindroma Fragile X berdasar pemeriksaan analisis kromosom hanya sedikit ( 5 

dari 20 penderita ). Sedikitnya jumlah sampel yang bukan penderita Fragile X 

mungkin disebabkan karena  pengambilan sampel dilakukan di daerah Semin 

dimana frekuensi Fragile X cukup tinggi. Penelitian sebelumnya melaporkan 

bahwa frekuensi Fragile X di SLB di Semin sebesar 54 %.3

Nilai ramal positif menunjukan besar peluang subyek menderita  sindroma 

Fragile X apabila hasil pemeriksaan protein FMRP dengan pengecatan 

imunositokimia pada SADT hasilnya positif. Nilai ramal positif pemeriksaan 

imunositokimia cukup tinggi, sehingga memberikan peluang subyek menderita 

sindroma Fragile X sebesar 82,35% bila hasil pemeriksaannya positif. Hasil 

penelitian ini sesuai dengan penelitian Tassone (1999) dimana didapatkan nilai 

ramal positif sangat tinggi (100%) pada pemeriksaan protein FMRP.13

Nilai ramal negatif menggambarkan besar peluang subyek tidak menderita  

sindroma Fragile X apabila hasil pemeriksaan protein FMRP dengan pengecatan 

imunositokimia pada SADT hasilnya negatif. Hasil penelitian ini menunjukkan 
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nilai ramal negatif pemeriksaan imunositokimia sebesar 66,66%. Artinya bahwa 

peluang subyek tidak menderita Fragile X hanya 66,66% jika hasil pemeriksaan 

protein FMRP dengan imunositokimia negatif.  

Rasio likelihood positif menggambarkan probabilitas hasil tes positif pada 

orang dengan penyakit yang diamati dibagi dengan probabilitas hasil tes positif 

pada orang tanpa penyakit. Penelitian ini menunjukan rasio likelihood positif 

pemeriksaan imunositokimia rendah (1,55). Rasio likelihood negatif penelitian ini 

adalah  0,16  yang menunjukkan probabilitas hasil tes negatif pada orang dengan 

penyakit yang diamati dibagi dengan probabilitas hasil tes negatif pada orang 

tanpa penyakit. 57

Berdasar hasil penelitian ini, dimana nilai sensitivitas dan nilai ramal 

positif cukup tinggi, sementara spesifisitas dan nilai ramal negatif rendah, maka 

pemeriksaan imunositokimia dapat digunakan untuk menunjang penegakan 

diagnosis sindroma Fragile X, tetapi kurang baik jika digunakan untuk 

menyingkirkan dugaan  bukan penderita Fragile X. Sehingga pemeriksaan imuno-

sitokimia SADT hanya dapat digunakan untuk uji saring sindroma Fragile X. Hal 

ini didukung dengan rasio likelihood positif yang rendah. Suatu tes dapat 

digunakan untuk menegakkan diagnosis jika rasio likelihood positif > 10 dan rasio 

likelihood negatif < 0,1. Dengan demikian pemeriksaan imunositokimia tidak 

dapat digunakan untuk menegakkan diagnosis namun dapat digunakan sebagai uji 

saring. Hal ini sesuai dengan pernyataan Oostra bahwa pemeriksaan 

imunositokimia potensial untuk skrining sampel dalam jumlah besar untuk 

mengidentifikasi penderita fragile X pria pada penderita retardasi mental.11 
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Skrining dalam jumlah besar dengan pemeriksaan imunositokimia juga dilakukan 

oleh de Vries (1998) pada 412 penderita retardasi mental.11
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BAB 5 

SIMPULAN DAN SARAN 

 

5.1  Simpulan 

1. Sensitivitas pemeriksaan imunositokimia limfosit pada sediaan apus darah 

tepi adalah 93,33 %  

2. Spesifisitas pemeriksaan imunositokimia limfosit pada sediaan apus darah 

tepi adalah 40 %  

3. Nilai ramal positif pemeriksaan imunositokimia limfosit pada sediaan 

apus darah tepi adalah 82,35%  

4. Nilai ramal negatif pemeriksaan imunositokimia limfosit pada sediaan 

apus darah tepi adalah 66,66 %  

5. Rasio likelihood positif pemeriksaan imunositokimia limfosit pada sediaan 

apus darah tepi adalah 1,55 

6. Rasio likelihood negatif pemeriksaan imunositokimia limfosit pada 

sediaan apus darah tepi adalah 0,16 

5.2  Saran 

1. Analisis protein FMRP   dengan pengecatan  imunositokimia limfosit  pada    

    sediaan apus darah tepi dapat  digunakan untuk uji saring penderita  dengan  

    dugaan sindroma Fragile X. 

2. Pelatihan bagi pemeriksa agar pemeriksaan dan pembacaan limfosit dengan  

    pengecatan imunositokimia dapat sesuai dengan standar.  
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Lampiran 1. Data hasil penelitian 
 

No 
Sampel 

Umur 
(tahun) 

Jenis 
kelamin 

Fragile site 
(%) 

Protein 
FMRP (%) 

1 25 Laki-laki 25 7 
2 32 Laki-laki 30 5 
3 31 Laki-laki 25 5 
4 35 Laki-laki 15 11 
5 14 Laki-laki 0 45 
6 15 Laki-laki 30 42 
7 29 Laki-laki 20 6 
8 14 Laki-laki 0 30 
9 15 Laki-laki 10 44 
10 12 Laki-laki 20 12 
11 23 Laki-laki 15 3 
12 29 Laki-laki 50 4 
13 12 Laki-laki 20 7 
14 30 Laki-laki 30 3 
15 13 Laki-laki 0 5 
16 36 Laki-laki 0 4 
17 32 Laki-laki 15 7 
18 29 Laki-laki 15 10 
19 29 Laki-laki 20 8 
20 22 Laki-laki 25 10 
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Lampiran 2. Hasil analisis statistik 
 
Frequencies 

Statistics

20 20
0 0

13,40 12,30
3,192 2,406

7,00 8,00
14,273 10,761

203,726 115,800
1,630 1,663

,512 ,512
1,129 1,775

,992 ,992
42 37

3 3
45 40

Valid
Missing

N

Mean
Std. Error of Mean
Median
Std. Deviation
Variance
Skewness
Std. Error of Skewness
Kurtosis
Std. Error of Kurtosis
Range
Minimum
Maximum

PEN_1 PEN_2

 
 
                           
Histogram                       

   

 
12 

10 

 
 
Descriptives 
 

Descriptive Statistics

20 13,40 14,273 3 45 5,00 7,00 11,75
20 12,30 10,761 3 40 5,25 8,00 14,25

PEN_1
PEN_2

N Mean Std. Deviation Minimum Maximum 25th 50th (Median) 75th
Percentiles

 
 

 

45
40,0 

,0 35
30,0 

,0 2
20,0 

5,0 1
10,0 

5,05,0 

Frequency 

8

6

4

Std. Dev = 14,27 2
Mean = 13,4
N = 20,000
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Wilcoxon Signed Ranks Test 

Ranks

6a 12,25 73,50
10b 6,25 62,50

4c

20

Negative Ranks
Positive Ranks
Ties
Total

PEN_2 - PEN_1
N Mean Rank Sum of Ranks

PEN_2 < PEN_1a. 

PEN_2 > PEN_1b. 

PEN_2 = PEN_1c. 
 

Test Statisticsb

-,286a

,775
Z
Asymp. Sig. (2-tailed)

PEN_2 -
PEN_1

Based on positive ranks.a. 

Wilcoxon Signed Ranks Testb. 
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