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Abstrak

Pengenalan: Hiperkolesterolemia Familial (FH) ialah gangguan metabolisme lipoprotein yang menyebabkan
peningkatan paras lipoprotein berketumpatan rendah (LDL-C) sejak lahir. Penyakit ini diwarisi melalui mutasi
pada gen LDLR, APOB, PCSKY9 dan LDLRAPI. Oleh itu, ujian genetik memainkan peranan penting dalam
pengesahan diagnosis, penentuan variasi mutasi genetik dan pelaksanaan saringan kaskad atau keluarga.
Diagnosis awal FH membolehkan intervensi yang lebih berkesan bagi pengawalan paras LDL-C serta
pencegahan penyakit kardiovaskular. Kaedah: Kajian ini melibatkan analisis genetik gen LDLR ke atas tiga
individu yang didiagnosis dengan hiperkolesterolemia dan dua daripadanya mengalami penyakit jantung pada
usia muda. DNA daripada sampel darah diekstrak menggunakan kaedah isolasi garam dan analisis genetik
dijalankan melalui reaksi rantaian polimerase (PCR) bagi mengamplifikasi ekson gen LDLR. Penjujukan DNA
dilakukan menggunakan kaedah penjujukan Sanger manakala analisis bioinformatik dijalankan menggunakan
perisian SnapGene Viewer dan SeqScape v2.0. Selain itu, analisis in siliko digunakan untuk meramal fungsi
varian sinonimus serta pemodelan struktur protein LDLR bagi mengenal pasti potensi perubahan akibat mutasi.
Keputusan: Pesakit pertama menunjukkan tiga varian sinonimus (c.14134>G, ¢.1617C>Tdan c..22324>G) pada
gen LDLR. Pesakit kedua menunjukkan varian c.14134>G dan c.22534>G manakala pesakit ketiga mempunyai
mutasi penghapusan c.660del’ to ‘p.(Asp221fs)’. Kesimpulan: Analisis genetik dalam kalangan pesakit FH
adalah penting bagi diagnosis peringkat awal dan rawatan dapat diberikan bagi mengurangkan risiko penyakit
kardiovaskular.

Kata kunci: Hiperkolesterolemia Familial (FH); penyakit jantung, gen LDLR; ujian kolesterol; ujian genetik,
penjujukan Sanger DNA
Abstract

Introduction: Familial Hypercholesterolemia (FH) is a lipoprotein metabolism disorder that causes elevated
low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) levels from birth. This condition is inherited through LDLR, APOB,
PCSKY, and LDLRAP1 gene mutations. Therefore, genetic testing is crucial in confirming the diagnosis, identifying
genetic mutation variations, and implementing cascade screening. Early diagnosis of FH enables more effective
interventions for controlling LDL-C levels and preventing cardiovascular disease. Methods: This study involved
genetic analysis of the LDLR gene in three individuals diagnosed with hypercholesterolemia, two of whom developed
early-onset heart disease. DNA from blood samples was extracted using salt isolation, and genetic analysis was
performed through polymerase chain reaction (PCR) to amplify LDLR exons. DNA sequencing was conducted
using the Sanger sequencing method, while bioinformatics analysis was performed using SnapGene Viewer and
SeqScape v2.0. Additionally, in silico analysis was used to predict the function of synonymous variants, and LDLR
protein structure modelling was conducted to identify potential structural changes caused by mutations. Results:
The first patient had three synonymous LDLR variants (c.14134>G, c.1617C>T dan c..22324>G). The second
had c.14134>G dan c.22534>G variants, while the third had a deletion mutation. Conclusion: Genetic analysis
in patients with FH is essential for early diagnosis and intervention, ultimately reducing the risk of cardiovascular
disease.

Keywords: Familial hypercholesterolemia (FH), heart disease; LDLR gene; cholesterol test; genetic testing; DNA
Sanger sequencing
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PENGENALAN

Hiperkolesterolemia Familial (FH) ialah gangguan
genetik yang menyebabkan paras lipoprotein
berketumpatan rendah (LDL-C) tinggi sejak
lahir (Brandts & Ray, 2021). Jika tidak dirawat,
peningkatan paras LDL-C ini akan meningkatkan
risiko  penyakit kardiovaskular yang boleh
membawa kepada kematian pramatang (Wiegman
et al. 2015). LDL-C merupakan lipid utama dalam
peredaran darah yang boleh mendap pada dinding
arteri seterusnya berpotensi menyumbang kepada
pembentukan plak (Hevonoja et al. 2000). Di
peringkat global, dianggarkan 20 juta individu
menghidap FH dengan lebih 90% kes tidak menerima
rawatan (Zubieliené et al. 2022). Sebanyak 330,000
individu Malaysia dianggarkan menghidap FH
(Chua et al. 2021) dengan 45.5% pesakit FH
disahkan mengalami penyakit kardiovaskular (Nazli
et al., 2022). Adalah dianggarkan sebanyak 25.6%
pesakit penyakit kardiovaskular yang dimasukkan
ke hospital berusia di bawah 50 tahun (Ahmad,
2024). Oleh itu, pengesanan awal FH diikuti dengan
intervensi terapi penurunan paras LDL-C yang
berkesan dapat mencegah penyakit kardiovaskular
dan seterusnya mengurangkan kadar kematian
pramatang dalam kalangan pesakit FH (Packard et
al. 2021).

Mutasi autosomal dominan pada gen reseptor
LDL (LDLR) merupakan punca utama FH diikuti
dengan mutasi pada gen apolipoprotein B (4POB)
(Tacocca et al. 2018). Mutasi pada gen proprotein
convertase subtilisin/kexin 9 (PCSK9) menyumbang
kurang daripada 5% kes FH (Mabuchi et al. 2014)
manakala mutasi autosomal resesif pada gen
protein penyesuai reseptor lipoprotein berkepadatan
rendah 1 (LDLRAPI) dan apolipoprotein E (4APOE)
jarang dilaporkan (Berberich & Hegele, 2019;
Nordestgaard etal. 2013). Gen LDLR adalah reseptor
glikoprotein yang terdapat pada membran sel yang
memainkan peranan penting dalam pengawalan
metabolisme kolesterol dengan memudahkan
pengambilan partikel LDL dari aliran darah ke
dalam hati untuk dikitar semula atau dipecahkan
(Goldstein & Brown, 1974). Mutasi pada gen LDLR
menyebabkan disfungsi atau pengurangan ekspresi
reseptor LDL yang mengganggu pengambilan
kolesterol oleh sel hati. Keadaan ini membawa
kepada peningkatan paras LDL-C dalam darah
sekali gus meningkatkan risiko hiperkolesterolemia
dan penyakit kardiovaskular (Goldstein & Brown,
1973; Goldstein & Brown, 1974). Individu dengan
mutasi homozigot LDLR mengalami paras LDL-C
yang sangat tinggi (>13 mmol/L) sejak lahir yang
boleh membawa kepada pemendapan kolesterol
di dalam salur darah pada jantung, seterusnya
meningkatkan risiko penyakit jantung. Sebaliknya,
pembawa mutasi heterozigot LDLR mempunyai
paras LDL-C antara 5-13 mmol/L dengan risiko
penyakit arteri koronari meningkat 2 hingga 3 kali
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ganda bergantung pada faktor genetik, gaya hidup
dan rawatan yang diterima (Goldstein & Brown,
1973).

Pesakit FH dapat dikenal pasti melalui
diagnosis klinikal, sejarah peribadi dan keluarga
serta pemeriksaan fizikal manakala ujian genetik
digunakan untuk mengesahkan diagnosis (Migliara
et al. 2017; Rallidis et al. 2020). Tiga kriteria
diagnostik utama yang digunakan secara meluas
di peringkat global ialah Simon Broome (SB)
(Scientific Steering Committee 1999), Dutch Lipid
Clinic Network (DLCN) (Gidding et al. 2022) dan
Make Early Diagnosis to Prevent Early Deaths
(MEDPED) (Kostner, 1994). Namun, masih
tiada kriteria diagnostik standard bagi mengenal
pasti FH di seluruh dunia (Rallidis et al. 2020).
FH menyebabkan gangguan autosomal dominan
dengan individu heterozigot FH mempunyai 50%
kebarangkalian mewariskan gen mutasi kepada anak
manakala individu homozigot FH akan mewariskan
satu salinan gen mutasi (McGowan et al. 2019).
Oleh itu, saringan kaskad iaitu ujian genetik ke atas
ahli keluarga pesakit yang telah disahkan menghidap
FH dikenal pasti sebagai strategi saringan yang
sistematik dan berkesan dalam pengesanan awal FH
(Knowles et al. 2017; Migliara et al. 2017;Vrablik
et al. 2020).

Ujian genetik dapat dijalankan dengan
menggunakan pelbagai kaedah bagi mengenal pasti
mutasi pada jujukan DNA (Futema et al. 2021).
Teknologi Next-Generation Sequencing (NGS)
boleh digunakan untuk penjujukan seluruh genom
atau panel gen yang berkaitan hiperkolesterolemia
serta metabolisme lipid. Walaubagaimanapun,
kaedah NGS ini lebih kompleks, mahal dan
menghasilkan data varian yang memerlukan
analisis bioinformatik mendalam (Qin, 2019).
Oleh itu, penjujukan Sanger digunakan kerana
ketepatan tinggi dan kebolehpercayaannya dalam
mengesan mutasi (Bruikman et al., 2017). Kajian
ini dijalankan pada tiga individu yang didiagnosis
dengan hiperkolesterolemia dan dua daripadanya
mengalami penyakit jantung pada usia muda.
Oleh itu, kajian ini hanya memfokuskan diagnosis
FH bagi mengenalpasti variasi LDLR dengan
menggunakan kaedah penjujukan Sanger.

METODOLOGI
Persampelan dan Pengambilan Darah

Peserta kajian ini terdiri daripada tiga individu
(n=3; 1 perempuan, 2 lelaki) daripada keluarga
berbeza yang didiagnosis dengan berkemungkinan
FH (Possible FH) dan FH yang pasti (Definite
FH). Pemilihan saiz sampel ini adalah disebabkan
oleh faktor kos kajian yang hanya memungkinkan
penglibatan tiga pesakit. Kriteria pemilihan pesakit
adalah: (i) diagnosis FH yang disahkan mengikut
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kriteria SB, (ii) berusia bawah 50 tahun, (iii) tidak
mempunyai penyakit metabolik lain selain penyakit
jantung dan (iv) telah menerima rawatan berkaitan
FH. Kriteria SB ditunjukkan seperti dalam Rajah 1.
Semua pesakit telah menandatangani persetujuan
bertulis dan protokol kajian ini mengikuti prinsip
etika Deklarasi Helsinki 1975 serta telah diluluskan
oleh Lembaga Etika dan Penyelidikan Universiti
Kebangsaan Malaysia (Nombor Rujukan: UKM
PPI/111/8/JEP-2020-142). Sebanyak 3 ml darah
periferal diambil daripada setiap pesakit dan ujian
genetik dilakukan menggunakan kaedah penjujukan
Sanger.

Kes 1

Pesakit pertama merupakan seorang lelaki Melayu
Malaysia berusia 43 tahun telah berkahwin dan
mempunyai tiga orang anak lelaki. Pada usia
36 tahun, pesakit didiagnosis dengan penyakit
mikrovaskular jantung di Institut Jantung Negara
(IJN). Pesakit memulakan rawatan atorvastatin 40
mg pada tahun 2016 dan meneruskannya sehingga
kini. Selepas rawatan, paras kolesterol keseluruhan
(TC) dan LDL-C pesakit menurun kepada 3.5
mmol/L dan 1.8 mmol/L.

Kes 2

Pesakit kedua merupakan seorang lelaki Melayu
Malaysia berusia 40 tahun yang belum berkahwin.
Pada tahun 2021, ketika berusia 37 tahun pesakit
didiagnosis dengan penyakit kardiovaskular di
IJN. Pada tahun 2023, pesakit didapati mempunyai
paras TC dan LDL-C yang tinggi iaitu 7.8 mmol/L
dan 5.7 mmol/L dan memulakan rawatan dengan
atorvastatin 20 mg pada tahun 2024.

Kes 3

Pesakit ketiga adalah seorang wanita Melayu
Malaysia berusia 46 tahun yang telah berkahwin
dan mempunyai empat orang anak terdiri daripada
dua lelaki dan dua perempuan. Pesakit dikenal pasti
mempunyai paras TC dan LDL-C yang tinggi pada
usia muda iaitu 23 tahun. Namun demikian, nilai
paras awal tidak dapat diperolehi kerana rekod
pesakit telah dilupuskan. Walaubagaimanapun,
melalui temubual bersama pesakit paras TC dan
LDL-C adalah melebihi 7.5 mmol/L dan 4.9
mmol/L  (memenuhi kriteria FH seperti pada
sistem SB). Pesakit mula mengambil simvastatin
pada usia 23 tahun namun menghentikannya pada
usia 26 tahun kerana kebimbangan terhadap kesan
sampingan terhadap kesuburan. Pesakit memulakan
semula rawatan simvastatin pada usia 37 tahun
ketika bacaan paras kolesterol 10 mmol/L. Pada
tahun 2017, pesakit menerima rawatan atorvastatin
40mg sehingga kini. Pemeriksaan fizikal pada tahun
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2020 menunjukkan tanda-tanda FH iaitu arkus
kornea tahap 4 dan xanthoma tahap 2. Gejala ini
menunjukkan kehadiran kolesterol yang tinggi dan
pengumpulannya di bahagian tertentu tubuh seperti
kornea mata dan tendon. Pesakit juga mempunyai
sejarah keluarga dengan hiperkolesterolemia iaitu
pada ibunya.

Diagnosis FH

Diagnosis pesakit FH dalam kajian ini ditentukan
menggunakan sistem SB dari United Kingdom.
Kriteria SB merangkumi ciri-ciri klinikal, sejarah
keluarga, diagnosis molekul atau genetik serta
tahap kolesterol yang kemudian diklasifikasikan
sebagai FH yang pasti atau kemungkinan seperti
ditunjukkan dalam Rajah 1.

KRITERIA DIAGNOSTIK SIMON BROOME BAGI FH

Mata Kriteria
Total cholesterol > 280mg/dL (7.5 mmol/L) or LDL-C > 190mg/dL
(4.9mmol/L) pada dewasa

Total cholesterol > 290mg/dL (6.7 mmol/L) or LDL-C > 155mg/dL
(4.0mmol/L) pada kanak-kanak

Tendon xanthomas pada pesakit ATAU keluarga peringkat pertama
dan kedua

3 Analisis molekular mutasi pada LDLR, APOB-100 dan PCSK9
Sejarah keluarga dengan infaksi miokardium sebelum berumur 50
4 tahun pada keluarga peringkat kedua dan sebelum 60 tahun pada

keluarga peringkat pertama.

sejarah keluarga dengan kolesterol jumlah (total cholesterol) > 250
mg/dL (7.5 mmol/L) pada ahli keluarga dewasa sama ada peringkat
pertama atau kedua

sejarah keluarga dengan kolesterol jumlah (total cholesterol) > 260
mg/dL (6.7 mmol/L) pada kanak-kanak, abang atau kakak berumur
16 tahun atau lebih muda

DIAGNOSIS
Definite FH=1+2 or 3

Possible FH=1+4 or 5

Rajah 1. Kriteria diagnostik Simon Broome (SB) bagi
mendiagnosis FH

GENOTIPING
Pengekstrakan DNA

Pengekstrakan DNA dari sampel tiub darah
EDTA dilakukan dengan menggunakan kaedah
konvensional iaitu teknik pengekstrakan garam.
Kepekatan dan ketulenan sampel DNA diukur
dengan menggunakan Spektrofotometer NanoDrop
(Thermo Fisher Scientific, Amerika Syarikat). DNA
yang tulen mempunyai nisbah A260/A280 di antara
1.8 - 2.2. Kepekatan DNA yang diperlukan untuk
Penjujukan Sanger adalah sebanyak 50 ng/ul.

Reaksi rantaian polimerase (PCR) dan Penjujukan
Sanger

Amplifikasi kesemua ekson gen LDLR dilakukan
melalui kaedah tindak balas berantai polimerase
(PCR). Pencetus khusus bagi amplikasi gen LDLR
seperti yang dinyatakan dalam Jadual 1. Prosedur
ini menggunakan 50 ng sampel DNA bersama
campuran Master HotStarTaq (Qiagen, Jerman)
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dan reaksi reagen PCR dan syarat suhu termokitar
PCR adalah seperti yang dinyatakan dalam Jadual
2. Produk PCR yang telah diamplifikasi dianalisis
menggunakan elektroforesis gel agaros. Sampel
yang menghasilkan produk PCR bersaiz tepat
seperti yang dinyatakan dalam Jadual 1 seterusnya
dilakukan penjujukan dengan menggunakan
penjujukan DNA Sanger. Produk PCR kemudiannya
ditulen dengan menggunakan kit Penulenan PCR
QIAquick (Qiagen, Jerman) mengikut saranan

pembekal sebelum menjalani penjujukan Sanger
dengan kit BigDye Terminator V3.1 (Applied
Biosystem, USA) menggunakan alat penjujukan
3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystem, USA).
Turutan DNA dianalisis dengan menggunakan
perisian SnapGene Viewer dan perisian SeqScape
v2.0 (Thermo Fisher Scientific) dengan merujuk
kepada Nucleotida ID: NG009060.

Jadual 1. Turutan pencetus bagi setiap ekson pada gen

LDLR
Gen LDLR Pencetus Turutan DNA Pencetus 5° - 3° Saiz produk (bp)
pencetus ke hadapan CCCAAATACAACAAATCAAGTCG
Ekson 1 650
pencetus ke belakang AGATGCGGTCCCTCACCCT
pencetus ke hadapan TTAGTTGGCAGGAAATAGACA
Ekson 2 590
pencetus ke belakang AACAAGATAGAGGTGGTGGC
pencetus ke hadapan GCCTCAGTGGGTCTTTCCT
Ekson 3 370
pencetus ke belakang TTGTAATGCCTCCTGGTCAA
Elkson 4 pencetus ke hadapan GTTGGGAGACTTCACACGGTGATGG
son
pencetus ke belakang GGGGGAGCCCAGGGACAGGTGATAG 480
Ekson 5 pencetus ke hadapan GCCTCAGTGGGTCTTTCCT
son
pencetus ke belakang TTGTAATGCCTCCTGGTCAA 370
pencetus ke hadapan TGAATCCATTTGCATGCGTTCT
Ekson 6 346
pencetus ke belakang CCTTTGCACAGGGTGGGC
pencetus ke hadapan AGATCGTGCCATTACACTCCA
Ekson 7 480
pencetus ke belakang GCAAGCCGCCTGCACCGAGACTCAC
pencetus ke hadapan CATTGGGGAAGAGCCTCCCC
Ekson 8 200
pencetus ke belakang GCCTGCAAGGGGTGAGGCCG
Ekson 9-10 pencetus ke hadapan TCCATCGACGGGTCCCCTCTGACCC
pencetus ke belakang AGCCCTCAGCGTCGTGGATACGCAC 590
pencetus ke hadapan AAAACCCAAACAAGCCACAT
Ekson 11 370
pencetus ke belakang GGGAAACCTTCAGGGAGCAG
pencetus ke hadapan GACCCTCTGGGACTGGCATCA
Ekson 12 370
pencetus ke belakang CCTCCAGCCTGGGAAACGAG
pencetus ke hadapan CCCAGTGTTTAACGGGATTT
Ekson 13-14 590
pencetus ke belakang TACCCATTTGACAGATGAGCAG
pencetus ke hadapan GAAGGGCCTGCAGGCACGTGGCACT
Ekson 15 200
pencetus ke belakang GTGTGGTGGCGGGCCCAGTCTTT
pencetus ke hadapan CCTTCCTTTAGACCTGGGCCT
Ekson 16 180
pencetus ke belakang CATAGCGGGAGGCTGTGACC
pencetus ke hadapan TGGCTCAACCTCGGCTCACT
Ekson 17 630
pencetus ke belakang AGCGCACAGAAGCATTCACCTA
pencetus ke hadapan CAGGAGGTGAGAAGTAGGTGGC
Ekson 18-1 761
pencetus ke belakang AAGTGGCATCATTTGGTGAATGAG
pencetus ke hadapan TGATCTGGCTGAATCCGTGG
Ekson 18-2 877
pencetus ke belakang AGGCCATGGGCTGCTGAT
pencetus ke hadapan TCGTCTTTATGTCCGCCCAC
Ekson 18-3 983
pencetus ke belakang GTCTCTCCGGACATCAGTGC
pencetus ke hadapan TCGTTTGACGGGACTTCAGG
Ekson 18-4 370
pencetus ke belakang TACACAGGGCCCCGAGAATA
pencetus ke hadapan TGTTTGCACTTTGTATATTGGTTGA
Ekson 18-5 385

pencetus ke belakang

GCGCGCGAACAGAAGA

Jadual 2. Reaksi Reagen PCR dan Kitaran Suhu Bagi Kitar PCR
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PCR telah dijalankan dalam jumlah reaksi sebanyak
25 ul yang mengandungi:

Reasgen Kepekatan 1 x tindak
g akhir balas (ul)
Pencetus ke
hadapan (10 uM) 0.4 M 1.0
Pencetus ke
belakang (10 pM) 0.4 M 1.0
Templat DNA (50
ng/ ul) 50 ng/ pul 1.0
Hot Star Taq Master
mix — Qiagen (5X) 1X 125
dH,0 - 9.5
Jumlah 25

Protokol kitaran PCR yang digunakan adalah seperti

berikut:
Tindak balas Suhu (°C) Masa
Penyahaslian 95 15 minit
awal
Penyahaslian 95 1 minit
Penyepuhan 60 1 minit
Pemanjangan 72 1 minit
j 35 kit
Pemanjangan 7 10 minit rar
akhir
Suhu akhir 4 &)

Analisis in siliko bagi meramal fungsi varian
sinonimus

Bagi kajian kes 1 dan kes 2, carian skor kepatogenan
transkrip telah dijalankan menggunakan skor TraP
(https://trap-score.org/) untuk menilai keupayaan
varian nukleotida tunggal (SNP) sinonimus
dalam memudaratkan transkrip akhir seterusnya
menyebabkan penyakit (Gelfman et al. 2017).
Maklumat kedudukan setiap varian LDLR telah
diperolehi daripada pangkalan data NCBI (https://
www.ncbi.nlm.nih.gov) (Benson et al. 2013) dan
diikuti dengan carian kepatogenan menggunakan
skor TraP. Skor TraP adalah di antara 0 hingga 1 yang
meramalkan peluang untuk sesuatu varian menjadi
patogenik. Semakin tinggi skornya semakin besar
kerosakan yang diramalkan akibat varian tersebut.
Bagi ambang peratusan, skor yang melebihi 90%
(0.221) dianggap mungkin memudarat manakala
skor di atas 97.5% (0.416) dianggap mungkin sangat
memudaratkan (Gelfman et al. 2017).

Pemodelan struktur LDLR protein

Bagi kajian kes 3, pemodelan struktur untuk mutasi
penghapusan ‘c.660del” pada gen LDLR telah
dijalankan bagi mengenal pasti kesannya terhadap
pembentukan protein LDLR. Jujukan ekson 4 gen
LDLR yang dikenali sebagai jujukan jenis liar
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(wild-type) telah diperolehi daripada pangkalan
data European Nucleotide Archive (ENA) (https://
www.ebi.ac.uk/ena/browser/view/L00338) dengan
identiti jujukan L00338.1 (Burgin et al. 2023). Oleh
itu, nukleotida C iaitu sitosin pada kedudukan ke-
606 telah dibuang secara manual daripada jujukan
asal (wild-type) untuk menghasilkan jujukan mutasi
penghapusan ¢.660del. Jujukan nukleotida LDLR
kemudiannya ditranslasikan kepada jujukan protein
menggunakan perisian Expasy Translate (https:/
web.expasy.org/translate/) (Gasteiger et al. 2003).
Struktur protein bagi kedua-dua LDLR WT dan
mutan telah dimodelkan menggunakan SWISS-
MODEL (https://swissmodel.expasy.org) (Schwede
et al. 2003). SWISS-MODEL ialah perisian yang
menggunakan algoritma pembelajaran mesin yang
diselia (SVM) yang menggabungkan pemuliharaan
antara muka, pengelompokan struktur dan ciri-
ciri tambahan templat untuk menghasilkan skor
Anggaran Kualiti Struktur Kuarternari (QSQE)
dan Anggaran Kualiti Model Sejagat (GMQE) bagi
ramalan struktur protein (Schwede et al. 2003). Bagi
mengkaji kesan mutasi penghapusan pada domain
protein LDLR, anotasi domain pada jujukan protein
dilakukan menggunakan pangkalan data InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (Paysan-Lafosse
et al. 2023). Akhir sekali, struktur protein WT dan
mutan LDLR divisualisasikan menggunakan perisian
UCSF Chimera untuk mengenalpasti perubahan
struktur protein yang berlaku akibat daripada mutasi
penghapusan ¢.660del pada gen LDLR (Chen et al.

2015).

HASIL KAJIAN
Kajian kes 1

Keputusan penjujukan Sanger DNA pesakit kes
1 dan anak-anaknya ditunjukkan dalam Rajah
2. Analisis mengesahkan kehadiran tiga varian
sinonimus dalam gen LDLR pesakitiaituc.1413A>G
pada ekson 10, ¢.1617C>T pada ekson 11 dan
¢.2232A>G pada ekson 15 yang dikaitkan dengan
FH. Dalam kalangan anak pesakit, anak pertama
dan anak kedua membawa varian ¢.2232A>G
pada ekson 15 manakala anak ketiga memiliki
dua varian sinonimus iaitu ¢.A1413G pada ekson
10 dan ¢.2232A>G pada ekson 15. Isteri pesakit
menunjukkan paras TC dan LDL-C yang normal
dan tiada sejarah keluarga penyakit jantung serta
menunjukkan ketiadaan variasi pada gen LDLR.
Penemuan ini menunjukkan pola pewarisan varian
sinonim daripada pesakit kepada anak-anak.
Analisis kepatogenan menunjukkan bahawa
varian sinonimus c¢.1413A>G (ekson 10) dan
c.1617C>T (ekson 11) masing-masing mempunyai
skor TraP sebanyak 0.324 dan 0.348 menunjukkan
potensi sebagai varian memudaratkan. Manakala,
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c.2232A>G (ekson 15) diramal sebagai benign
dengan skor TraP 0.088. Berdasarkan pengkelasan
Franklin ACMG, c.A1413 > G dikategorikan sebagai
varian mungkin patogenik manakala ¢.1617C>T dan
¢.2232A>G diklasifikasikan sebagai varian tidak
diketahui signifikannya (VUS). Analisis impak
fungsi menggunakan MutationTaster, DANN dan
MetaLR menunjukkan bahawa c.1413A>G adalah
mutasi mudarat dengan skor masing-masing 1.0,
0.99 dan 0.77. Selain itu, analisis MVP, FATHMM-
MKL dan M-CAP turut menyokong kepatogenan
varian ini dengan skor 0.998, 0.972 dan 0.543.
Walaupun ¢.1617C>T diklasifikasikan sebagai VUS
oleh Franklin ACMG ia diramal sebagai mudarat
oleh MutationTaster (1.00), DANN (0.96), MetaLR
(0.61), MVP (0.99) dan M-CAP (0.37). Manakala
c.2232A>G walaupun dianggap VUS turut
diramal sebagai mudarat berdasarkan Revel (0.67),
MutationTaster (1.00), DANN (0.99), MetaLR
(0.78), MVP (0.99) dan M-CAP (0.36).

Varian  sinonim  yang  memudaratkan
(c.1617C>T, ¢.2232A>G, c.1413A>G) dikesan

Ekson 10 - ¢. A1413G (Varian sinonimus)

ai)

Elektroferogram penjujukan Sanger Ekson 10

Elektroferogram penjujukan Sanger Ekson 11

eToAcToa0EAACTOf
TOACECETTOAS

A

0oACTT.
(=ny

laccarATEAROARAGGEG
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.
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Analisis menggunakan SnapGene Viewer untuk Ekson 11

Ekson 15 - ¢. A2232G (Varian sinonimus)

Tns=scssSSSSS SSS SIS sE EE

Elektroferogram penjujukan Sanger Ekson 15

G The Ser The Vel A Lew Lrs Vel Ser Ser The Al Vel Am The Gin Ha

Analisis menggunakan SnapGene Viewer untuk Ekson 15

Ekson 15- ¢c. A2232G

pada pesakit berpotensi menjejaskan fungsi LDLR
seterusnya mempengaruhi tahap LDL-C dan
meningkatkan risiko hiperkolesterolemia serta
penyakit kardiovaskular pada usia muda. Oleh itu,
pesakit diberikan atorvastatin 40 mg iaitu perencat
HMG-CoA reductase yang berfungsi mengurangkan
sintesis  kolesterol hepatik dan meningkatkan
ekspresi reseptor LDLR bagi menyingkirkan LDL-C
dari darah. Rawatan ini menunjukkan keberkesanan
yang signifikan dengan penurunan paras LDL-C
pesakit secara ketara.

Varian sinonim yang sama pada pesakit turut
dikesan pada ketiga-tiga anak. Oleh itu, ujian profil
lipid secara berkala adalah perlu bagi anak-anak
pesakit bagi mengenalpasti hiperkolesterolemia dan
rawatan awal dapat dimulakan. Selain itu, saringan
kaskad dalam kalangan ibu bapa dan adik-beradik
pesakit perlu dilakukan untuk menentukan corak
pewarisan varian sinonim serta menilai risiko
genetik FH.

b) Pokok keluarga pesakit dengan varian sinonimus yang dikenalpasti

@

Isteri

Pesakit
Ekson 10- c. A1413G
Ekson 11-c. C1817T
Ekson 15- c. A2232G

Anak ketiga
Ekson 10- c. A1413G
Ekson 15- ¢c. A2232G

Anak kedua
Ekson 15- ¢. A2232G

Anak pertama

c) Jadual varian sinonimus di dalam populasi lain di dunia

Ekson Perubahan nukleotida / asid amino | Jenis mutasi Kejadian dalam | Dilaporkan
populasi lain pertama kali

Ekson 10 | c. A1413G p. (Arg471Arg) Sinonimus Afrika Selatan, 1991, Populasi
Jepun, Rusia, Afrika Selatan
Maghribi dan (Warnich et al.,
lain-lain lagi 1991)

Ekson 11 | c.C1617T p. (Pro539Pro) Sinonimus Maghribi, China, | 1992, Populasi
Rusia dan lain- | China (Wu et al,
lain lagi 2001)

Ekson 15 | c. A2232G p. (Arg744Arg) Sinonimus Jerman, China, 1993, Populasi
Jepun dan lain- Jepun
lain lagi (Yamakawa,

2013)

Rajah 2. Keputusan penjujukan DNA pesakit pertama dan anak-anaknya menggunakan kaedah penjujukan Sanger. ai-iii)

Elektroferogram menunjukkan perubahan nukleotida ¢.1413A>G pada ekson 10, ¢.1617C>T pada ekson 11 dan ¢.2232A>G

pada ekson 15 gen LDLR iaitu varian sinonimus yang tidak menyebabkan perubahan asid amino pada jujukan DNA. b) Pokok

keluarga pesakit (Family tree) dan varian sinonimus yang dikenalpasti pada pesakit dan anak-anak. c) Jadual penemuan varian
sinonimus yang sama dan dikenalpasti di dalam populasi lain di dunia.

Kajian kes 2

Keputusan penjujukan Sanger DNA pesakit kajian
kes 2 ditunjukkan dalam Rajah 3. Analisis mendapati
bahawa pesakit membawa varian sinonimus
c.1413A>G yang diramal sebagai memudaratkan
berdasarkan penilaian bioinformatik. Selain itu,

varian sinonimus kedua yang dikenalpasti ialah
¢.2253 A>G pada ekson 15 berdasarkan analisis TraP
dan analisis in siliko diklasifikasikan sebagai benign
(tidak memudaratkan) namun laporan klinikal
daripada Academisch Medisch Centrum dalam
ClinVar menyatakan bahawa varian sinonimus
¢.2253 A>G ini dikategorikan sebagai patogenik.
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Pesakit dengan varian sinonim memudaratkan
c.1413A>G dan varian patogenik ¢.2253A>G
berkemungkinan mengalami disfungsi gen LDLR
yang menyebabkan peningkatan paras LDL-C
dan menjadi faktor utama perkembangan penyakit
kardiovaskular pada usia muda. Oleh itu, pesakit

ai) Ekson 10 - ¢.1413A>G (Varian sinonimus ) aii)

diberikan atorvastatin 20 mg yang menunjukkan
penurunan paras LDL-C selepas rawatan. Namun,
kajian lanjut diperlukan untuk menentukan sama
ada pesakit dengan varian sinonim ini memerlukan
pemantauan berkala bagi menilai keberkesanan
rawatan dan risiko jangka panjang.

Ekson 10
c.1413A>G

b)
Ekson Mutasi
Nukleotida
Ekson 15
c.2253A>G Ekson 10 c1413A>G
Ekson 15 €.2253A>G

Asid amino

Jenis mutasi Kejadian dalam Bilangan keluarga
populasi lain (pesakit) dengan
mutasi atau kekerapan
alel jarang
p.Argd71Arg Sinonimus Afrika Selatan, 34%
Jepun, Rusia, (Komarova et al., 2013)
Maghribi dan lain-
lain lagi
p.Arg751Arg Sinonimus

Rajah 3. Keputusan penjujukan DNA pesakit kedua menggunakan kaedah penjujukan Sanger. ai-ii) Elektroferogram

menunjukkan perubahan nukleotida ¢.1413A>G pada ekson 10 dan ¢.2253A>G pada ekson 15 gen LDLR iaitu varian

sinonimus yang tidak menyebabkan perubahan asid amino pada jujukan DNA. b) Jadual penemuan varian sinonimus yang
sama dan dikenalpasti di dalam populasi lain di dunia.

Kajian kes 3

Analisis penjujukan Sanger DNA bagi pesakit kes 3
(Rajah 3) mengesahkan mutasi ¢.660del iaitu mutasi
penghapusan dalam gen LDLR yang diklasifikasikan
sebagai patogenik. Mutasi ini menyebabkan pesakit
mengalami paras LDL-C yang tinggi sejak usia

@) Pokok keluarga pesakit dengan diagnosis FH yang pasti (definite FH)

¢.660_del C,
LDLR Exon 4

muda dan mempunyai arkus kornea tahap 4 serta
xanthoma tahap 2. Selain itu, pesakit mempunyai
sejarah  keluarga dengan hiperkolesterolemia
dan penyakit kardiovaskular yang mengukuhkan
diagnosis FH berdasarkan faktor genetik dan
klinikal.

b) Analisis : SeqScape v2.0 software

Penjujukan rujukan:

el e
I

¢) Elektroferogram penjujukan Sanger

¢.660_del C (Mutasi penghapusan)

RAJAH 4: Pokok keluarga pesakit ketiga dan keputusan penjujukan DNA menggunakan kaedah penjujukan Sanger. a) Pokok

keluarga pesakit dengan diagnosis FH yang pasti (definite FH). Pesakit mempunyai mutasi ¢.660del pada gen LDLR yang

menyebabkan mutasi penghapusan yang seterusnya menganggu pembentukan protein LDLR. Pesakit mempunyai 2 adik lelaki

dan 2 adik Perempuan dan 11 orang anak saudara. b) Analisis data penjujukan Sanger menggunakan perisian SeqScape v2.0

menunjukkan mutasi ¢.660del. ¢) Elektroferogram menunjukkan kehadiran mutasi ¢.660del sekaligus mengesahkan analisis
mutasi menggunakan perisian SeqScape v2.0
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Struktur tiga dimensi (3D) LDLR jenis liar
(WtLDLR) dan LDLR mutan (c.660del) telah
diperoleh melalui pemodelan protein untuk
memahami heterogeniti struktur yang disebabkan
oleh kehilangan nukleotida sitosin (C) pada
kedudukan 660. Model untuk jujukan wtLDLR
(templat: G7Q234.1.A) mempunyai identiti jujukan
73.13% dan GMQE 0.07 manakala jujukan LDLR
mutan (templat: AOA7N9D7V8.1.A) menunjukkan
identiti jujukan sebanyak 71.01% dan GMQE
0.07. Superimposisi model LDLR WT dan mutan
menunjukkan perbezaan struktur yang ketara
mencadangkan bahawa perubahan fungsi LDLR
mungkin disebabkan oleh mutasi ¢.660del (Rajah
5). Hipotesis ini disokong oleh analisis pencarian
domain protein yang mana domain bukan sitoplasma
dan kawasan transmembran dikenalpasti dalam
LDLR WT namun tidak dikenalpasti dalam LDLR
mutan ¢.660del. Analisis ini mencadangkan bahawa
mutasi ¢.660del telah menyebabkan perubahan

struktur protein LDLR yang boleh mengakibatkan
perubahan konformasi dan seterusnya menjejaskan
fungsinya.

Mutasi patogenik c.660del C menjejaskan
fungsi LDLR secara signifikan serta mengurangkan
keberkesanan penyingkiran LDL-C dari darah dan
menyumbang kepada paras LDL-C yang tinggi.
Oleh itu, rawatan atorvastatin 40 mg yang diberikan
kepada pesakit menunjukkan respons separa yang
menurunkan paras LDL-C daripada 10 mmol/L
kepada sekitar 6 mmol/L. Dengan itu, pemantauan
lipid secara berkala dan terapi kombinasi mungkin
diperlukan untuk mencapai penurunan LDL-C
yang lebih efektif sekali gus mengurangkan risiko
penyakit kardiovaskular. Pesakit dengan mutasi
patogenik  mempunyai  50%  kebarangkalian
mewariskan mutasi ini kepada anak. Oleh itu,
saringan kaskad penting untuk mengenal pasti corak
pewarisan dan menilai risiko genetik FH.

(A) WILDLR

~

Kawasan transmembran|

_f { / |
N v MW\‘/{/M

(B) LDLR (c.660del)

RAJAH 5. Model struktur protein bagi LDLR jenis liar (wtLDLR) dan LDLR mutan (c.660del). a) Domain bukan sitoplasma

dan kawasan transmembran telah dikenalpasti dalam wtLDLR. b) LDLR mutan menunjukkan perubahan struktur LDLR dan

hanya peptida isyarat dikenalpasti dalam jujukan protein menunjukkan kemungkinan kehilangan fungsi LDLR disebabkan
oleh c¢.660del.

PERBINCANGAN

Mutasi dalam gen LDLR merupakan penyebab utama
FH dengan anggaran 80-85% kes melibatkan mutasi
yang dapat dikesan dalam gen ini (Benito-Vicente et
al. 2018). Sehingga kini, lebih daripada 2,600 varian
LDLR telah dikenal pasti berdasarkan pangkalan
data  ClinVar  (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
clinvar/) (Iacocca et al. 2018). Di Malaysia, kajian
genetik FH masih terhad namun ia menunjukkan
bahawa mutasi dalam gen LDLR adalah yang paling

kerap ditemui dalam kalangan pesakit FH. Kajian
menggunakan NGS oleh Razman et al. mengenal
pasti 40 varian patogenik dalam 372 subjek FH
termasuk 18 varian dalam gen LDLR (Razman et al.
2022).

Varian sinonimus dalam gen LDLR yang
dikenal pasti dalam kajian ini turut dilaporkan
dalam populasi global (Komarova et al. 2013; Hu
et al. 2021). Walaupun varian sinonimus dianggap
tidak mempengaruhi fungsi protein namun kajian
terkini menunjukkan ia boleh mempengaruhi
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kestabilan messanger RNA (mRNA) dan kecekapan
translasi bagi proses penyambungan gen (Bailey
et al. 2021; Oelschlaeger, 2024). Kajian terdahulu
menunjukkan bahawa varian sinonimus seperti rs688
(c.1773C>T) dan 1s5925 (c.1959T>C) dikaitkan
dengan peningkatan tahap LDL-C dalam populasi
Eropah namun tidak menunjukkan perubahan
fenotip ketara dalam populasi Afrika Selatan (Rafiq
et al. 2011). Selain itu, varian rs688 juga dikaitkan
dengan peningkatan risiko penyakit arteri koronari
dalam populasi British, Jerman dan India (Samani
et al. 2007; Jha et al. 2018). Oleh itu, analisis varian
sinonimus tidak boleh diabaikan dalam penilaian
genetik FH dan kajian fungsional diperlukan untuk
mengesahkan impak klinikalnya.

Kajian ini turut melaporkan penemuan mutasi
penghapusan ¢.660del (rs875989905) pada ekson
4 gen LDLR pada pesakit ketiga. Mutasi ini
menyebabkan pemansuhan satu nukleotida (delC)
pada posisi 221 yang mengakibatkan perubahan
rangka bacaan kodon dan menghasilkan protein
terubah p.(Asp221fs). Kerosakan struktur protein
LDLR ini berpotensi mengurangkan fungsinya
dalam penyerapan kolesterol dalam darah sekali
gus meningkatkan paras LDL-C yang menyumbang
kepada fenotip FH yang lebih teruk seperti
arkus kornea dan xanthoma tendon dan risiko
kardiovaskular yang lebih tinggi (Goldstein &
Brown 1987; Kamal et al. 2023). Penemuan ini
menekankan keperluan rawatan intensif kerana
mutasi ¢.660del mempunyai implikasi klinikal yang
teruk (Walton 1973; Fernandez et al. 2006; Crispin
2002; Basavaraj et al. 2006).

Keterbatasan utama kajian ini adalah
saiz sampel yang kecil (n=3) mengehadkan
kebolehgeneralisasian penemuan. Oleh itu, kajian
lanjutan dengan saiz sampel yang lebih besar
diperlukan bagi mengukuhkan dapatan serta menilai
corak pewarisan varian dengan lebih tepat. Kajian
berskala besar juga dapat memperjelas hubungan
antara varian sinonimus dan risiko penyakit
kardiovaskular. Selain itu, kajian fungsional
terhadap varian yang dikenal pasti perlu dijalankan
untuk memahami mekanisme molekular yang
terlibat dalam patogenesis FH termasuk kesannya
terhadap ekspresi dan fungsi protein. Walaupun
terdapat keterbatasan, penemuan kajian ini tetap
bernilai dalam mengenal pasti mutasi LDLR pada
ahli keluarga dan diagnosis serta rawatan awal
dapat dimulakan. Selain itu, intervensi gaya hidup
termasuk pengubahsuaian diet dan peningkatan
aktiviti fizikal adalah strategi penting dalam
pengurusan FH. Dari perspektif kesihatan awam,
penemuan ini memberi implikasi penting terhadap
dasar saringan genetik dan pengurusan FH. Integrasi
ujian genetik dalam program saringan kebangsaan
dapat meningkatkan kadar pengesanan awal serta
membolehkan pesakit menerima intervensi lebih
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awal dan seterusnya mengurangkan beban penyakit
kardiovaskular. Selain itu, garis panduan klinikal
berkaitan saringan dan rawatan FH perlu diperhalusi
bagi memastikan pesakit berisiko tinggi diberikan
rawatan yang lebih intensif sekali gus menurunkan
paras LDL-C secara lebih berkesan.

KESIMPULAN

Dalam kajian ini, empat varian sinonimus dalam
gen LDLR telah dikenal pasti iaitu c.1413A>G
pada ekson 10, ¢.1617C>T pada ekson 11
serta ¢.2232A>G dan c.2253A>G pada ekson
15 bersama satu mutasi penghapusan varian
patogenik c.660del (rs875989905) pada ekson 4.
Penemuan ini menekankan kepentingan saringan
genetik untuk mengenal pasti mutasi pada pesakit
hiperkolesterolemia bagi membolehkan saringan
kaskad atau ahli keluarga dilakukan sekaligus
membolehkan diagnosis awal dilakukan dan
rawatan menggunakan statin untuk menurunkan
kadar LDL-C boleh dimulakan.
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