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ABSTRAK

Nama : Pendrianto
Program Studi : [lmu Kefarmasian (Biologi Farmasi)
Judul : Asosiasi Single Nucleotide Polymorphism X Kromosom 15

dengan Kerentanan terhadap Colorectal Cancer Sporadik
Berdasarkan Pendekatan Genomik di Populasi Makassar-
Sulawesi Selatan

Insiden dan mortalitas dari colorectal cancer (CRC) terus meningkat. Beberapa
metode skrining CRC umumnya bersifat invasif dan tidak nyaman. Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) dapat dimanfaatkan sebagai marker untuk
skrining CRC dengan tingkat invasif yang rendah. Penelitian ini bertujuan untuk
memvalidasi asosiasi antara SNP “X*” dengan kerentanan terhadap CRC sporadik.
Desain penelitian menggunakan studi potong lintang. Jumlah sampel dan daya uji
pada kelompok CRC sporadik dan kontrol ditentukan dengan menggunakan Epi
Info versi 3.5.1. DNA genomik diperoleh dari sampel darah kedua kelompok,
kemudian dilakukan PCR dan sequencing untuk melacak genotip SNP “X”
dengan ukuran amplikon 979 pb. Hasil analisis statistik menunjukkan nilai P-
Value genotip TT terhadap Non TT sebesar 0,025 (P<0,05), dengan Odds Ratio
(OR) 0,193<0,420<0,911. Setelah dikoreksi dengan binary logistic regression,
didapatkan P-Value sebesar 0,047 dengan OR 0,188<0,431<0,988). P-Value
genotip GT terhadap Non GT 0,890 dengan OR 0,561<0,963<1,652. P-Value
genotip GG terhadap Non GG 0,076 dengan OR 0,949<1,628<2,793. Hasil
menunjukkan adanya asosiasi antara genotip TT pada SNP “X” dengan
menurunnya kerentanan terhadap CRC sporadik. Studi lanjutan pada populasi
lainnya di wilayah Indonesia perlu dilakukan untuk pemetaan pola variasi genetik
di SNP “X”, dan untuk mengetahui pengaruhnya di gen-gen terdekat yang
berkorelasi terhadap CRC sporadik.

Kata Kunci : Colorectal cancer, Single Nucleotide Polymorphism, studi
potong lintang

xiv+85 halaman : 15 gambar; 11 tabel
Daftar Pustaka : (1932-2012)

viil

Asosiasi single..., Pendrianto, Program Studi llmu Kefarmasian, 2012



ABSTRACT

Name : Pendrianto
Study Program : Pharmaceutical Science (Biological Pharmacy)
Title : Association Single Nucleotide Polymorphism “X” Chromosome

15 with the Susceptibility to Sporadic Colorectal Cancer Based
on Genomic Approach in Makassar-Sulawesi Selatan Population

The incidence and mortality of colorectal cancer (CRC) increase rapidly. Some
CRC screening methods are invasive and generally uncomfortable. Single
Nucleotide Polymorphism (SNP) can be utilized as a marker for CRC screening
with low level of invasiveness. This study aimed to validate the association
between SNP "X" with susceptibility to sporadic CRC. This study is a cross-
sectional study. Number of samples and power in CRC and control groups were
determined using Epi Info v3.5.1. Genomic DNA were obtained from whole
blood samples, and followed by PCR (979 bp amplicon) and direct sequencing to
determine the genotype pattern. Statistical analysis showed that P-Value of
genotype TT vs Non TT is 0.025 (P<0.05), with Odds Ratio (OR)
0.193<0.420<0.911. P-Value after adjustment using binary logistic regression was
0.047 with OR 0.188<0.431<0.988. P-Value of genotype GT vs Non GT was
0.890 with OR 0.561<0.963<1.652. P-Value of genotype GG vs Non GG was
0.076 with OR 0.949<1.628<2.793. There was a significant association between
TT genotype at the SNP "X" with decreased susceptibility to sporadic CRC.
Further study will be needed to identify genetic variation patterns in the SNP "X”
in other populations in Indonesia region, and to investigate its effect to the nearest
genes and its correlation to sporadic CRC.
Key word : Colorectal cancer, Single Nucleotide Polymorphism, cross-
sectional study
xiv+85 page . : 15 figures; 11 tables
References :(1932-2012)
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BAB 1
PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

The International Agency for Research on Cancer (IARC) melaporkan
bahwa pada tahun 2008 penyakit kanker kolorektal (colorectal cancer, CRC)
menempati urutan ketiga pada laki-laki yaitu sebanyak 663.000 kasus (10.0%) dan
urutan kedua pada wanita yang berjumlah 571.000 kasus (9.4%) dari total
penyakit kanker di seluruh dunia (tidak termasuk non-melanoma skin cancer)
(IARC, 2008a). Hampir 60% dari kasus tersebut terdapat pada kawasan negara
maju. Kematian akibat kanker kolorektal diperkirakan sekitar 608.000 di seluruh
dunia dan sebanyak 8% dari total kematian akibat kanker yang membuat kanker
ini berada pada urutan keempat sebagai penyebab kematian (IARC, 2008b).

Menurut World Health Organization (WHO), kematian akibat kanker di
dunia terus meningkat dan mencapai jumlah 11 juta pada tahun 2030 (WHO,
2008). Di Indonesia, penyakit CRC menempati urutan kedua setelah kanker paru-
paru pada laki-laki dan kanker payudara pada perempuan. Pada kedua gender,
kanker ini menempati urutan ketiga setelah kanker payudara dan paru-paru
(IARC, 2008c).

Beberapa penelitian menunjukkan bahwa pendeteksian penyakit ini pada
stadium awal melalui beberapa skrining dapat menurunkan resiko kematian
(Levin et al., 2008; Cree, 2011; Bilbao et al., 2012). Skrining merupakan metode
yang paling dianjurkan, terutama bagi orang-orang yang memiliki resiko terhadap
CRC. Pendekatan skrining dapat menjadi alternatif pencegahan pengembangan
suatu penyakit keganasan seperti pada kanker.

Secara konvensional, pendeteksian penyakit CRC pada stadium awal
dilakukan menggunakan fleksibel sigmoidoskopi, dan kolonoskopi yaitu
memasukkan kamera fiber optik untuk melihat ada tidaknya polip yang terdapat
pada kolon dan rektum (Flamini et al., 2009). Walaupun secara umum metode ini
aman, namun ujung alat ini dapat melukai dinding kolon dan menyebabkan luka

serius sehingga terkadang memerlukan operasi. Selain itu, penggunaan alat ini

Universitas Indonesia
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membutuhkan operator yang terampil dan pembersihan kolon yang baik, sehingga
adopsi metode ini untuk skrining lini pertama menjadi kendala.

Metode deteksi lainnya yaitu Double Contrast Barium Enema (DCBE),
dapat memvisualisasikan keseluruhan kolon setelah pemberian barium yang
diikuti dengan pemberian udara pada kolon dan rectum (Flamini et al., 2009;
Beck et al., 2009). Prosedur ini dapat mengidentifikasi polip berukuran besar (>1
cm) dan kanker. Dari segi biaya, prosedur ini lebih murah dibandingkan dengan
kolonoskopi. Namun kekurangan metode ini adalah kurang sensitif untuk
mendeteksi polip yang berukuran kecil (<1 cm). Selain itu, pemeriksaan memakan
waktu yang lebih lama, dikarenakan keadaan kolon yang harus bersih dari feses
untuk mengurangi kesalahan interpretasi. Pasien juga bisa merasa tidak nyaman
karena harus meminum pencahar sehari sebelum pemeriksaan dan supositoria
pada hari pemeriksaan (Beck, 2003; Flamini et al., 2009; Beck et al., 2009).

Hardcastle er al. (1996) dan Kronborg er al. (1996) mengembangkan
skrining CRC dengan melihat profil darah pada feses yang disebut dengan Fecal
Occult Blood Testing (FOBT). Umumnya polip atau kanker pada kolorektal
memiliki permukaan pembuluh darah yang mudah rusak oleh desakan feses yang
menyebabkan keluarnya sejumlah kecil darah dalam feses. Uji FOBT telah
dikembangkan untuk mendeteksi darah dalam feses melalui beberapa pendekatan.
Pendekatan yang paling sering digunakan adalah pengukuran aktivitas
hemoglobin peroksidase. Akan tetapi, penyakit seperti wasir, fisur anal, tukak
lambung, peradangan usus besar kronis, penyakit refluks gastroesofagus, dan
Crohn’s disease juga dapat memperlihatkan darah pada feses dan menghasilkan
uji FOBT positif palsu. Disamping itu, beberapa makanan dan obat-obatan dapat
memberikan pengaruh pada uji FOBT seperti aspirin atau obat anti inflamasi non
steroid (NSAIDs), asupan vitamin C yang berlebihan, dan beberapa sayuran serta
buah-buahan yang dapat memberikan hasil uji negatif palsu (Levin et al., 2008;
Moses, 2009; Flamini et al., 2009). Oleh karena itu, jika uji FOBT menunjukkan
hasil positif maka dibutuhkan uji lanjutan yaitu kolonoskopi untuk evaluasi lebih
lanjut (Levin et al., 2008). Hal ini dikarenakan FOBT bukan untuk diagnosa CRC.

Computed Tomographic Colonography (CTC) atau disebut juga sebagai

koloskopi virtual, adalah pemeriksaan pencitraan dari seluruh usus besar dan
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rektum dengan tingkat invasif yang rendah. Prosedur ini dapat mengamati
keseluruhan abdomen sehingga dapat mengamati polip ekstrakolonik (Levin et al.,
2008), dan sensitifitasnya yang sebanding dengan kolonoskopi (Pickhardt et al.
2004; Halligan et al., 2005; Farrar et al., 2006). Namun kekurangan metode ini
adalah sensitifitas dan spesifisitasnya yang sangat bergantung pada ukuran polip,
prosedur persiapannya yang serupa dengan kolonoskopi, dan kontroversi terkait
dengan efek dosis radiasinya terhadap resiko kanker (Pickhardt et al., 2003; Amis
et al., 2007; Brenner & Hall, 2007).

Pendekatan dengan tingkat invasif yang lebih rendah dari beberapa metode
skrining di atas namun memberikan hasil uji yang positif adalah Genome Wide
Association Study (GWAS). GWAS adalah suatu pendekatan untuk menemukan
variasi genetik (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) yang berasosiasi dengan
penyakit tertentu yang melibatkan seluruh genom dari sejumlah individu (NHGRI,
2011). GWAS telah banyak dikembangkan sebagai metode skrining tidak saja
pada pasien stadium dini namun juga bagi orang-orang yang berisiko berdasarkan
riwayat keluarga. Studi tersebut berguna untuk menemukan SNP yang
berkontribusi terhadap penyakit yang kompleks seperti kanker, penyakit
infeksi (AIDS, leprosy, hepatitis), autoimmun, neuropsychiatric dan berbagai
penyakit lainnya (NHGRI, 2011; Fareed & Afzal, 2012). Jika terdapat asosiasi
antara penyakit dengan SNP yang ditemukan, maka dapat memberikan informasi
tambahan yang berguna untuk mengembangkan strategi yang lebih baik untuk
mendeteksi, mengobati dan mencegah penyakit tersebut dan dapat menjadikan
SNP tersebut sebagai target pengembangan farmakogenomik yang relevan untuk
terapi obat.

Beberapa GWAS telah dilakukan terhadap pasien CRC dan kontrol sehat
yang telah dievaluasi untuk mengetahui pola polimorfisme dalam gen kandidat
dan gen lainnya yang tersebar di seluruh genom pada beberapa populasi (Kim et
al., 2010; Holst et al., 2010; Ho et al., 2011; Peters et al., 2012; Lin et al., 2011).
Namun penelitian di atas sebagian besar menggunakan sampel pasien yang
memiliki riwayat keluarga dengan penyakit kanker, padahal sebagian besar
penderita CRC merupakan CRC sporadik (Pignatelli, Banu & Melegh, 2008;
Bedeir & Krasinskas, 2011; dan Fearon, 2011). Untuk itu, pada penelitian
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pandahuluan tahun 2009 di Mochtar Riady Institute for nanotechnology (MRIN)
telah dilakukan GWAS untuk mengidentifikasi SNP yang dikaitkan dengan
kerentanan terhadap CRC sporadik menggunakan SNP array pada populasi orang
yang ada di Makassar, Sulawesi Selatan (Lampiran 1) (data tidak dipublikasi).

Saat itu, dilakukan pemetaan dan karakterisasi SNP dan Copy Number
Variation (CNV) pada CRC sporadik menggunakan platform Affymetrix 5.0
dengan sampel berjumlah 69 pasien CRC sporadik dan 98 sampel orang sehat
(kontrol). Sampel tersebut berasal dari Rumah Sakit Wahidin dan Ibnu Sina yang
berada di kota Makassar, Sulawesi Selatan. Kriteria inklusi pada kelompok CRC
adalah pasien yang terdiagnosa CRC sporadik dan kriteria eksklusi adalah pasien
non CRC.

Dari hasil penelitian pendahuluan tersebut, ditemukan beberapa SNP yang
umum dan beberapa SNP yang jarang (rare SNP) yang berasosiasi dengan
kerentanan terhadap CRC sporadik. Salah satu SNP yang memiliki asosiasi
kerentanan terhadap CRC sporadik adalah SNP “X” yang terletak pada kromosom
15. Huruf “X” mewakili nomor SNP, namun dalam tesis ini disembunyikan
karena terkait dengan hak atas kekayaan intelektual dari MRIN. Sejauh ini belum
ada publikasi ilmiah yang melaporkan bahwa SNP “X” memiliki asosiasi
kerentanan terhadap CRC sporadik. Untuk itu, dalam penelitian ini dilakukan
validasi studi asosiasi antara SNP “X” dengan kerentanan terhadap CRC sporadik
menggunakan jumlah sampel yang lebih banyak dan metode sampling yang lebih

baik. Skematik penelitian CRC dapat dilihat pada Lampiran 1.

1.2. Perumusan Masalah

Insiden dan mortalitas yang berkaitan dengan penyakit CRC terus
meningkat. Beberapa metode skrining yang dilakukan untuk pendeteksian
penyakit ini umumnya bersifat invasif dan memberi rasa tidak nyaman bagi
pasien, apalagi jika diterapkan bagi orang-orang sehat yang memiliki resiko CRC.
Untuk itu diperlukan pendekatan metode skrining dengan tingkat invasif yang
rendah, yaitu dengan studi variasi genetik pada SNP yang diasosiasikan dengan

kerentanannya terhadap CRC. Salah satu SNP yang ditemukan dalam penelitian
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pendahuluan adalah SNP “X” yang memiliki asosiasi terhadap CRC sporadik dan

belum pernah dipublikasikan dalam jurnal ilmiah sebelumnya.

1.3. Tujuan Penelitian

Secara umum, penelitian ini bertujuan untuk mengumpulkan data variasi
genetik dari SNP “X” dan mengetahui asosiasi antara SNP “X” dengan kerentanan
terhadap CRC sporadik pada populasi orang Indonesia yang ada di Makassar.

Secara khusus, penelitian ini bertujuan untuk memvalidasi hasil penelitian
pendahuluan tahun 2009 di MRIN, mengetahui perbedaan pola variasi genetik
pada SNP “X”, mengetahui apakah ada asosiasi antara SNP “X” dengan
kerentanan terhadap CRC sporadik, dan mengetahui sejauh mana dugaan resiko

CRC sporadik yang ditimbulkan oleh variasi genetik pada SNP “X”.

1.4. Manfaat Hasil Penelitian

Hasil penelitian ini bermanfaat untuk melengkapi koleksi data SNP yang
memiliki asosiasi terhadap CRC sporadik dan berguna dalam studi asosiasi
lanjutan. Memberikan informasi yang berguna untuk keperluan skrining lini
pertama penyakit CRC sporadik di laboratorium klinik atau rumah sakit kanker,
memberikan solusi metode penapisan non invasif pada penyakit ini serta
memberikan kenyamanan yang lebih baik dibanding dengan metode konvensional
yang sudah ada, jika telah berhasil ditemukan SNP-SNP yang berasosiasi dengan
CRC sporadik. Disamping itu dapat pula memberikan informasi bagi penelitian

selanjutnya, khususnya pada gen yang berasosiasi dengan SNP “X”,

1.5. Hipotesis

Hipotesa pada penelitian ini yaitu terdapat asosiasi antara SNP “X” dengan
kerentanan terhadap CRC sporadik, dan memberikan hasil yang sama dengan
penelitian pendahuluan sehingga memvalidasi hasil penelitian pendahuluan

tersebut.
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Colorectal Cancer (CRC)

The American Cancer Society (ACS) mendefinisikan bahwa kanker adalah
sel-sel abnormal yang membelah secara tidak terkontrol dan menginvasi jaringan
normal didekatnya. Ketika sel kanker mampu masuk ke dalam pembuluh darah
atau pembuluh limfa, sel tersebut dapat menuju bagian tubuh lainnya dan dapat
berproliferasi serta mendesak sel-sel atau jaringan normal di tempat baru tersebut.

Proses tersebut dinamakan metastasis (ACS, 2011).

Hepatic
Flexure

Transverse Colon
" ~w— Splenic
. gy Flexure

Right Appendices b <) Lok
{Ascending} j Epiploicae St ) (Descending)
{Colon 0 Colon

A
Cecum ] i —|
Appendix |

Gambar 2.1. Anatomi kolon dan rektum normal

(Sumber: Beck, 2003)

Kanker kolorektal adalah pertumbuhan abnormal sel yang terjadi pada

kolon dan/ atau rektum (Gambar 2.1) (Arjoso et al., 2008). Kanker kolorektal
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tumbuh secara perlahan dan memerlukan waktu antara 15-20 tahun untuk
berkembang. Penyakit ini mulai timbul sejak dewasa muda sampai usia lanjut,

namun sering dijumpai pada usia sekitar 30-40 tahun dan 60-70 tahun.

2.2 Penyebab
Penyebab CRC belum diketahui secara pasti. Namun CRC memiliki
beberapa faktor resiko berupa faktor internal dan eksternal (Arjoso et al., 2008;

Jemal et al., 2010; Randi et al., 2010; dan ACS, 2011):

2.2.a. Faktor Internal

Faktor internal dapat berupa mutasi yang diturunkan/ herediter (faktor
genetik) seperti Familial Adenomatous Polyposis (FAP) serta Hereditary
Nonpolyposis Colorectal Cancer (HNPCC); hormon; kondisi kekebalan tubuh,;
dan mutasi yang terjadi selama proses metabolisme yang tidak terkait dengan
sindrom kanker herediter dan didefinisikan sebagai kanker kolorektal sporadis
(sporadic colorectal cancer). Faktor resiko lainnya adalah adanya riwayat anggota
keluarga yang menderita penyakit polip, CRC, radang usus besar kronik (kolitis
ulseratif), dan akromegali. Disamping itu latar belakang etnis atau ras juga dapat
meningkatkan faktor resiko terkena penyakit ini. Beberapa ras atau etnis seperti
orang Amerika keturunan Afrika dan keturunan Bangsa Yahudi di Eropa Timur
(Ashkenazi Jews) memiliki faktor resiko yang lebih tinggi terhadap kanker
kolorektal bila dibandingkan dengan etnis lainnya. Usia juga menjadi faktor
penting karena kemungkinan seseorang menderita kanker kolorektal meningkat
setelah usia 50 tahun, dan 9 dari 10 orang dengan kanker kolorektal berusia lebih

dari 50 tahun.

2.2.b. Faktor Eksternal
Faktor eksternal yang dapat berkontribusi terhadap CRC sporadik antara

lain adalah gaya hidup tidak sehat, adanya paparan organisme patogen seperti
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bakteri dan virus, bahan kimia, dan radiasi. Faktor resiko yang terkait dengan gaya
hidup (/ife style) seperti kebiasaan menelan makanan yang tidak dikunyah secara
sempurna, tingginya frekuensi konsumsi daging merah (100 gr/ hari), makanan
tinggi lemak, konsumsi makanan yang diolah dengan pewarna sintetik dan
pengawet, alkohol, dan penggunaan hormon sebagai terapi serta rendahnya asupan
kalsium dan folat, konsumsi sayuran dan buah yang mengandung antioksidan dan
serat (Arjoso et al., 2008; Beck et al., 2009). Zat besi sebagai pengoksidasi
(prooksidan), N-nitroso, heterosiklik amin, dan Polyciclic ~Aromatic
Hydrocarbons (PAH) sebagai hasil metabolisme daging merah juga dapat menjadi
pencetus terjadinya kanker (karsinogen) (Beck et al., 2009).

Selain itu, kebiasaan merokok dan meminum alkohol, menderita penyakit
diabetes melitus tipe 2, kurangnya olahraga, kelebihan berat badan (obesitas), dan
kolesistektomi menjadi faktor resiko yang dapat meyebabkan kanker (Beck et al.,
2009; The American Cancer Society, 2011). Sitomegalovirus (CMV) merupakan
salah satu virus yang menyebabkan penyakit kolitis ulseratif yang merupakan

faktor resiko kanker kolorektal (Lawlor dan. Moss, 2010).

2.3. Tanda dan Gejala

Arjoso et al. (2008) dan American Cancer Society (2011) memaparkan
beberapa tanda dan gejala yang patut diwaspadai dan menjadi indikasi kanker
kolorektal. Tanda dan gejalanya antara lain adalah perubahan dalam kebiasaan
buang air besar seperti diare, sembelit, atau defekasi yang berlangsung lebih dari
beberapa hari. Adanya perasaan ingin buang air besar, namun tidak kunjung
keluar setelah lama di dalam toilet. Terjadinya pendarahan dubur, tinja berwarna
gelap, atau adanya darah dalam feses (bloody stool). Selain itu, pada stadium
lanjut terkadang ditandai dengan kram atau sakit perut, perut membesar, muntah,

mudah lelah dan lesu, turunnya nafsu makan, serta turunnya berat badan.
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2.4. Patogenesis

Peningkatan laju mutasi tiap sel dapat meningkatkan probabilitas kanker.
Orang yang mengalami obesitas memiliki resiko lebih tinggi terkena kanker
dibandingkan dengan orang dengan berat badan normal. Hal ini kemungkinan
karena jumlah dan laju pembelahan sel meningkat oleh adanya faktor
pertumbuhan (growth factors) yang distimulasi secara berlebihan (Markowitz &
Bertagnolli, 2009; Sung & Bae, 2010; Wang & DuBois, 2012). Pada jaringan
dewasa yang normal, sel-selnya dapat berproliferasi secara terus-menerus dan
jumlahnya tetap karena jumlah sel yang mati sama dengan sel yang dibentuk yang

merupakan mekanisme homeostasis tubuh.
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Gambar 2.2. Peningkatan laju pembelahan sel dan penurunan laju apoptosis yang
dapat memicu perkembangan tumor

(sumber: Alberts et al., 2008)

Kematian sel terprogram (Programmed Cell Death, PCD) melalui
apoptosis memainkan peranan penting dalam menjaga keseimbangan tersebut, jika
jumlah sel yang hidup terlalu banyak maka laju apoptosis akan meningkat untuk

membuang sel yang berlebihan jumlahnya. Kemampuan ini hilang pada sebagian
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besar jenis kanker dan menyebabkan terjadinya pertumbuhan tumor

(tumorigenesis) seperti yang terlihat pada Gambar 2.2.

2.4.a. Instabilitas Mikrosatelit

Mikrosatelit adalah 1 sampai 4 sekuen nukleotida yang dapat berulang 10-
100 kali dalam sekuen DNA genomik (Pignatelli, Banu & Melegh, 2008).
Mikrosatelit yang paling umum pada manusia adalah pengulangan dinukleotida
sitosin-adenin (yaitu CACACACACA). Sifat keterulangan yang alami dari urutan
tersebut cenderung dapat berubah selama replikasi DNA. Dalam kondisi normal
kesalahan-kesalahan ini diperbaiki oleh enzim yang mereparasi DNA selama
replikasi sel. Enzim-enzim dan proses perbaikan DNA ini sangat highly
conserved, artinya gen penyandi enzim dan perangkat untuk perbaikan DNA
tersebut tidak berubah sepanjang filogenesis. Fenomena hilang atau bertambahnya
nukleotida karena proses reparasi yang merusak urutan mikrosatelit disebut
instabilitas mikrosatelit (microsatellite instability, MSI). Akibatnya, perubahan
panjang mikrosatelit menjadi dasar yang menandai terjadinya kerusakan sistem
reparasi DNA.

Berbeda dengan HNPCC, CRC sporadik yang terkait dengan tingginya
instabilitas mikrosatelit (MSI-High) tidak membawa mutasi germinal pada gen
reparasi DNA-nya namun mekanisme yang mendasari biasanya adalah epigenetic
silencing dari gen (Pignatelli, Banu & Melegh, 2008; Kim, Lee, & Sidransky,
2010). Epigenetik adalah perubahan yang mempengaruhi fungsi gen dengan cara
memetilasi residu sitosin dari daerah yang kaya akan sekuen sitosin-guanin
(sekitar 0,5-2 kb), yang disebut pulau CpG ('p' adalah singkatan dari ikatan
fosfodiester antara dua nukleotida tersebut) di dalam sekuen promotor (Pignatelli,
Banu & Melegh, 2008; Fearon, 2011). Selain itu, modifikasi histon karena
metilasi yang menyebabkan terjadinya perubahan struktur kromatin dan
mempengaruhi ekspresi gen (Wade & Kikyo, 2002) juga merupakan epigenetik.
Sebagai akibatnya, tidak terjadi transkripsi gen karena terjadinya silencing gen.
Metilasi pada CRC yang terkait dengan MSI-H paling sering terjadi pada daerah
promotor human Mutl Homolog 1 (hMLH1) (Kane et al., 1997).
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2.4.b. Destabilisasi Genomik

Destabilisasi genomik merupakan langkah awal dalam perkembangan
CRC sporadik. Stoler et al. (1999) mengatakan bahwa ketidakstabilan genomik
merupakan penyebab karsinogenesis kolorektal. Model genetik dari CRC yang
diusulkan oleh Fearon & Vogelstein (1990) bertumpu pada asumsi bahwa
sebagian besar CRC muncul dari lesi adenomatosa yang sudah ada sebelumnya
dan akumulasi beberapa gen yang termutasi, serta beberapa faktor pertumbuhan
(Janne & Mayer, 2000; Markowitz & Bertagnolli, 2009; Walther et al., 2009;
Pritchard & Grady, 2011) (Gambar 2.3).
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Keterangan: CIN (Chromosomal Instability), EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), 15-
PGDH (15-Prostaglandin Dehydrogenase), dan TGF-B (Transforming Growth
Factor B), SMAD4 (Mothers Against Decapentaplegic homolog (SMAD) family
member 4), TGFBR2 (TGF-B Receptor type II), PTEN (Phosphatase and Tensin
Homolog), COX-2 (Cyclooxygenase 2). CDC4 (Cell Division Control), BAX (Bcl-2-
Associated X protein).

Gambar 2.3. Beberapa gen dan faktor pertumbuhan yang memicu CRC

(sumber: Markowitz & Bertagnolli, 2009)

Hanya sekitar 2-6% dari CRC berasosiasi dengan HNPCC atau APC,
karena sebagian besar merupakan CRC sporadik (Pignatelli, Banu & Melegh,
2008; Bedeir & Krasinskas, 2011; dan Fearon, 2011). Sebagian besar CRC

sporadik mengikuti jalur instabilitas kromosom atau Chromosomal Instability
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(CIN), namun sekitar 15% dari CRC sporadik tersebut menunjukkan jalur yang
berbeda dan ini terkait dengan defisiensi gen Mismatch Repair (MMR) saat
replikasi DNA (Pignatelli, Banu & Melegh, 2008; Bedeir & Krasinskas, 2011).

Kombinasi dari lesi dan akumulasi gen yang termutasi tersebut
menyebabkan perubahan dari epitel normal menjadi karsinoma metastasis dengan
beberapa tahapan yaitu epitel hiperplastik, adenoma kecil, adenoma besar,
adenoma akhir, dan karsinoma (Fearon & Vogelstein, 1990; Markowitz &
Bertagnolli, 2009). Tanda tanya pada Gambar 2.3 menunjukkan belum
teridentifikasinya perubahan genetik dan epigenetik yang spesifik pada progresi
menjadi metastasis. Gen-gen yang termutasi pada langkah-langkah dalam proses
tersebut adalah APC (Adenomatous Polyposis Coli) pada kromosom 5, KRAS
(Kirsten Rat Sarcoma) pada kromosom 12, BRAF (V-Raf Murine Sarcoma Viral
Oncogene Homolog Bl), P3BKCA (Phosphoinositide-3-Kinase Catalytic Alpha),
TP53 (Tumor Protein 53) pada 17p , gen DCC (deleted in colorectal cancer) dan
DPC4 (Deleted in Pancreatic Cancer locus 4) yang didelesi pada kromosom 18
(Rajagopalan et al., 2002; Wood, et al., 2007; Kurashina et al., 2008; Lea et al.,
2009 ; Berg et al., 2010; Yamamoto et al., 2010; Fearon, 2011; Roock et al.,
2011).

Delesi yang terjadi pada alel di kromosom 18q telah diidentifikasi pada
sekitar 70% dari CRC, khususnya pada CRC dengan metastasis (Fearon &
Vogelstein 1990). Mutasi titik dari gen DCC telah diidentifikasi oleh Cho et al.
(1994) pada sekitar 6% dari CRC sporadik. Menurut Takayama et al. (2006)
bahwa SMAD4 dan SMAD2 merupakan gen supresor tumor yang berada pada
kromosom 18q, dan SMAD4 secara kausal dikaitkan dengan perkembangan
kanker.

Setiap mutasi gen yang dijelaskan dalam model terjadi pada frekuensi
tinggi hanya pada tahap tertentu dari perkembangan tumor. Pengamatan ini adalah
dasar untuk menetapkan urutan relatif dari mutasi yang terjadi dalam jalur
multitahap (Gambar 2.4). Meskipun beberapa perubahan terjadi pada CRC telah
dijelaskan, hanya beberapa kasus saja yang memiliki semua perubahan tersebut.

Para peneliti memiliki pemahaman bahwa jalur sinyal onkogen, tumor

suppresor gene (TSG), mutasi genetik atau epigenetik mungkin menyebabkan
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efek pada fenotip seperti yang terlihat dalam Gambar 2.4. Selain skema yang
ditunjukkan pada Gambar 2.4a, jalur molekuler karsinogenesis kolorektal lain
juga telah diusulkan oleh Jass (2007) dan Vilar & Gruber (2010) yaitu dua
skenario alternatif yang dapat dilihat pada Gambar 2.4b. Sekitar ~2-4% dari kasus
HNPCC yang timbul dari mutasi germinal gen MMR mungkin memiliki beberapa
kesamaan dengan kasus CIN dalam hal mutasi yang mendasari pembentukan lesi
adenomatosa, seperti mutasi APC dan KRAS. Namun setelah inaktivasi gen
MMR dalam lesi adenomatosa, progresi untuk menjadi karsinoma mungkin terjadi

lebih cepat pada HNPCC dibandingkan dengan kebanyakan kasus sporadis.
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Keterangan: (a) diusulkan oleh Fearon & Vogelstein (1990); dan (b) diusulkan
oleh Jass (2007) dan Vilar & Gruber (2010)

Gambar 2.4. Pemodelan genetik pada CRC

(sumber: Fearon, 2011)

Perubahan molekuler terkait dengan progresi tumor mungkin melibatkan

gen-gen tertentu seperti Transforming Growth Factor [ type Il Receptor
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(TGFBIIR), Activin type Il Receptor (ACVR2), dan Bcl-2-Associated X protein
(BAX) yang daerah kodingnya mengandung sekuen berulang (Gambar 2.4b atas).
Pada sekitar 10-12% dari CRC sporadis dengan MSI-H, kanker tersebut mungkin
timbul dari Sessile Serrated Adenomas (SSA) terutama yang berada pada kolon
proksimal, dan beberapa lesi molekuler yang berhubungan dengan genesis SSA
dan perkembangan selanjutnya menjadi CRC yang berbeda dari CRC dengan
MSI-H tipe CIN dan HNPCC (Gambar 2.4b bawah). Lesi molekuler ini termasuk
mutasi pada BRAF (Rajagopalan et al., 2002) dan silencing pada gen supresor
tumor tertentu yang terjadi sebagian melalui hipermetilasi promotor dan histon
yang menyebabkan terjadinya perubahan struktur kromatin (Wade & Kikyo,2002;
Fearon, 2011).

Inaktivasi gen APC adalah peristiwa molekuler pertama pada kanker
kolorektal sporadis. Protein APC berfungsi menstabilkan mikrotubul dan menjaga
stabilitas kromosom, sehingga inaktivasi gen APC menyebabkan rusaknya
benang-benang spindel pada proses mitosis dan gagalnya segregasi kromosom
dan menghasilkan aneuploidi yang menyebabkan kanker (Galiatsatos & Foulkes,
2006). Selain peran kunci pada FAP dan beberapa sindrom (Gardner syndrome,
Turcot’s syndrome, Peutz-Jeghers syndrome, Juvenile polyposis syndrome), gen
APC juga memainkan peran dalam CRC sporadis (Fearon, 2011). Mutasi somatik
dengan gen APC yang inaktif diidentifikasi pada sekitar 60-80% dari CRC
sporadik adenoma dan karsinoma (Kinzler & Vogelstein, 1996; Narayan & Roy,
2003; Segditsas & Tomlinson, 2006; dan Polakis, 2007).

Protein APC berjumlah 2843 asam amino pada dan memiliki beberapa
situs pengikatan. Pada bagian terminal amino terdapat domain yang mengatur
oligomerisasi protein APC. Sekuen berulang yang mirip dengan protein yang
dimiliki oeh Drosophila armadillo dan beberapa vertebrata, homolog dengan f-
catenin (sehingga disebut armadillo repeats) yang terdapat pada sepertiga akhir
dari ujung terminal amino. Sekuen 20 asam amino yang berulang secara bebas
berperan dalam memediasi pengikatan pada B-catenin dan situs pengikatan untuk
protein Axin (sekuen berulang SAMP) yang berada pada daerah dua pertiga dari
sekuen protein APC. Pada bagian terminal-C dari APC terdapat sekuen yang
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terlibat dalam pengikatan mikrotubul dan interaksi dengan protein EB1 dan

DLG(Gambar 2.5).

Mutation cluster region

Oligomerization 15aa repeats (x3) SAMP repeats (x3) EB1 binding
domain (B-catenin binding) {Axin binding) domain

I
— )

T TN T

NH2 COOH

Armadillo 20aa repeats (x7) Basic domain DLG
repeats (x7) {B-catenin binding) (Microtubule binding) - hinding
domain

Keterangan: SAMP (Ubiquitin-like Small Archaeal Modifier Protein), EB1 (End Binding 1), DLG
(Discs Large)

Gambar 2.5. Domain fungsional dan lokasi mutasi pada protein APC

(Sumber: Gryfe, 2009)

Frekuensi dan distribusi mutasi germinal pada pasien dengan profil FAP
berada pada coding region dari APC, yaitu dua titik mutasi pada kodon 1061 dan
1309 yang menghasilkan protein APC yang tidak berfungsi (Gambar 2.6).

1061 1309
Germ-line
mutations
1309 1450 Distribution of mutations
Somatic
mutations

Gambar 2.6. Frekuensi dan distribusi mutasi germinal dan somatik gen APC

(sumber: Fearon E R. 2011)
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Bodmer (2006) mengidentifikasi mutasi somatik dari gen APC pada
sebuah daerah klaster mutasi (mutation cluster region, MCR) yang merupakan
hampir 60% dari semua mutasi somatik. Dalam MCR terdapat dua /ot spot mutasi
somatik yaitu pada kodon 1309 dan 1450 (Pignatelli, Banu & Melegh, 2008;
Fearon, 2011). Mutasi gen APC dalam MCR menghasilkan protein APC yang
terpotong dan tidak memiliki semua situs pengikatan axin dan kecuali satu atau
dua dari 20 asam amino dari situs pengikatan (-catenin (Fearnhead et al., 2001).

Mutasi K-ras telah ditemukan sebanyak 15-68% pada kolorektal adenoma
sporadis dan sebanyak 40-65% dari semua jenis kanker. Mayoritas mutasi k-ras
terjadi akibat mutasi titik yang terjadi di kodon 12, 13 dan 64. Protein K-ras yang
bermutasi mengaktifkan berbagai jalur efektor termasuk raf/ MAPK (Mitogen-
Activated  Protein Kinase), INK (Jun N-terminal kinase) dan PI3-K
(phosphatidylinositol-3 kinase) yang mengarah pada peningkatan pertumbuhan
konstitutif sel kanker (Gambar 2.7).

‘ Wit receptor

e A M

E-cadherin

B-catenin

APC

Growth factor _ e _
receptor — + raf —> MAPK

TGF-BRI+I |—b SMADs

Keterangan: Panah hitam dan merah berturut-turut menunjukkan efek positif dan negatif. Wnt
(Wingless pathway), TCF (T-Cell Factor).

Gambar 2.7. Skematik jalur efektor dalam karsinogenesis CRC

(sumber: Pignatelli, Banu & Melegh, 2008)
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Sekitar 50% dari CRC sporadis dengan mutasi gen APC dilaporkan
menunjukkan adanya mutasi pada [-cafenin, yang menyebabkan terjadinya
akumulasi B-catenin (Takayama et al., 2006). Mutasi pada gen P53 telah
diidentifikasi sebanyak 40-50% dari CRC sporadik. Seperti yang diprediksi oleh
model Knudson bahwa dibutuhkan mutasi gen bialelik untuk mempromosikan
perkembangan tumor pada gen supresor tumor, sehingga kedua alel APC harus
menjadi inaktif seperti yang ditemukan pada pasien dengan profil FAP dan CRC
sporadik (Fearon, 2011).

Mutasi gen P53 terjadi pada saat transisi dari adenoma menjadi kanker.
Sebagian besar mutasi terjadi di daerah yang highly conserved dari ekson 5
sampai 8 dan mayoritas adalah mutasi misens (GC menjadi AT). Frekuensi mutasi
p53 lebih tinggi pada bagian distal dibanding dengan bagian proksimal pada
kanker kolon dan rektal (Pignatelli, Banu & Melegh, 2008). Pasien kanker dengan
mutasi p5S3 memiliki profil penyakit yang parah dan waktu kelangsungan hidup
yang lebih pendek dari pasien tanpa mutasi p53.

2.4.c. Mutasi Somatik di Gen MMR (Mismatch Repair) pada CRC Sporadik
Mutasi germinal secara de novo atau mutasi somatik pada gen MMR telah
ditemukan pada sebagian kecil dari CRC sporadik dengan MSI-H (Thibodeau et
al. 1993; Rustgi, 2007; Vilar & Gruber, 2010). Pengamatan ini menunjukkan
bahwa kerusakan pada gen MMR mungkin terdapat pada sebagian besar CRC,
terlepas dari ada atau tidaknya riwayat keluarga yang terkena penyakit yang sama.
Hilangnya ekspresi gen MLH1 melalui hipermetilasi promotor mungkin
merupakan kontributor kunci untuk mayoritas kasus CRC sporadik dengan MSI-H
yang tidak muncul pada HNPCC (Rustgi, 2007; Vilar & Gruber, 2010). Asosiasi
antara metilasi dari wilayah promotor gen MLHI dan metilasi dari banyak
sekuens gen lainnya secara kolektif disebut CpG Island Hypermethylation
Phenotype (CIMP). Berkenaan dengan kasus MSI-Low, bukti mutasi germinal
atau somatik pada gen MMR, dan faktor-faktor serta mekanisme yang

berkontribusi terhadap fenotip tersebut hingga saat ini belum diketahui. Kasus
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MSI-L tidak berbeda secara signifikan dari kasus Microsatellite Stable (MSS)
(Fearon. 2011).

2.5. Tahapan (Staging) pada Tumor

Tumor mampu berkembang dan melakukan penetrasi sampai pada dinding
usus, pelibatan nodus limfe, dan metastasis. Dua kemampuan pertama hanya dapat
ditentukan melalui analisis patologi dari spesimen hasil operasi. Beberapa sistem

tahapan (staging) tumor telah diajukan untuk keperluan prognosis.

DUKES (1932) KIRKLIN (104
A B a2 c

Mucosa Mucosa
Muscularis - Muscularie

.%E Lymph Nodes ; : e = =———— Sorosa
- Vi Y Iy T\ ——— {ymph Nodes
L ! la .
i ' x

TURNSULL (1967]

" /{ & Metastases
&
{ ol®

Gambar 2.8. Sistem klasifikasi (staging) pada CRC

(Sumber: Beck, 2003)

Cuthbert Dukes, seorang patologis dari Rumas Sakit St. Marks London
pada tahun 1932 membuat sebuah sistem tahapan tumor dan membagi lesi kanker
ke dalam tiga kategori. Pertama, kategori A adalah lesi yang menembus bagian
muskularis propria pada dinding usus. Kedua, kategori B adalah lesi yang telah
menembus dinding usus tanpa metastasis, dan terakhir yaitu kategori C adalah lesi
yang telah mencapai nodus limfe (metastasis) (Gambar 2.8). Kirklin et al. (1949)
memodifikasi sistem Dukes dengan beberapa tambahan yaitu kategori A adalah

lesi yang terbatas pada bagian mukosa usus, membagi kategori B menjadi dua
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yaitu Bl lesi yang hanya mencapai bagian muskularis propria dan B2 yang
menembus dinding usus (Gambar 2.8). Astler dan Coller (1954) membagi
kategori C menjadi C1 yaitu penetrasinya sama dengan Bl namun dengan
metastasis ke nodus limfatik dan C2 yaitu penetrasi seperti B2 namun dengan
metastasis ke nodus limfatik. Turnbull et al. (1967) menambahkan kategori D
pada sistem klinikopatologis yaitu kanker dengan metastasis ke organ lain.

Pada tahun 2000 WHO memperkenalkan sistem TNM (Tumor, Nodul,
Metastasis) yang digunakan dalam sistem tahapan kanker pada sistem pencernaan,
termasuk kanker kolorektal (Tabel 2.1). Sistem TNM didasarkan pada luasnya
tumor (T), luasnya penyebaran ke kelenjar getah bening (N),
dan adanya metastasis (M) (NCI, 2010). Angka ditambahkan ke setiap huruf
untuk menunjukkan ukuran atau luas tumor primer dan tingkat penyebaran kanker.

Pada Gambar 2.9; dan 2.10 ditampilkan ilustrasi dari klasifikasi TNM.

Tabel 2.1. Klasifikast TNM pada CRC karsinoma.

T — Primary Tumour M — Distant Metastasis
X Primary tumour cannot be assessed MX Distant metastasis
cannot be assessed
70 No evidence of primary tumour MO No distant metastasis
Tis Carcinoma in situ: intraepithelial or MI Distant metastasis
invasion of lamina propria’
Ti Tumour invades submucosa or into non-
peritonealized pericolic or perirectal tissues
T2 Tumour invades muscularis propria
73 Tumour invades through muscularis
propria into subserosa
T4 Tumour directly invades other-organs or
structures and/or perforates visceral
peritoneumz
Stage Grouping
N — Regional Lymph Nodes Stage 0 Tis NO MO
NX Regional lymph nodes cannot be assessed Stage 1 T1 NO M0
T2 NO M0
NO No regional lymph node metastasis Stage 11 T3 NO M0
T4 NO M0
NI Metastasis in 1 to 3 regional lymph nodes Stage 111 Any T NI MO
Any T N2 MO
N2 Metastasis in 4 or more regional lymph Stage IV Any T Any N M1
nodes

" This includes cancer cells confined within the glandular basement membrane (intraepithelial) or
lamina propria (intramucosal) with no extension through muscularis mucosae into submucosa.

? Direct invasion in T4 includes invasion of other segments of the colorectum by way of the serosa,
e.g. invasion of sigmoid colon by a carcinoma of the cecum.

(Sumber: Hamilton & Aaltonen, 2000)
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Gambar 2.9. Contoh kategori T1-T4 dan N1-N2.

(Sumber: Greene et al., 2006)
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Gambar 2.10. Contoh kategori M1.

(Sumber: Greene et al., 2006)

2.6. Histopatologi Tumor

Terdapat empat tingkatan pada adenokarsinoma yang dibagi berdasarkan
pada besarnya kelenjar dan mukus yang dihasilkan yaitu well differentiated,
moderately differentiated,  poorly - differentiated, =~ dan  undifferentiated
adenocarcinoma. Lesi pada sel tumor dengan Well differentiated (grade 1)
memiliki struktur glandular atau kelenjar sekitar >95%, moderately differentiated
(grade 2) memiliki kelenjar berkisar 50-95%, poorly differentiated (grade 3)
memiliki kelenjar antara 5-50%; dan undifferentiated (grade 4) dengan kelenjar
kurang dari 5% (Gambar 2.11) (Hamilton & Aaltonen, 2000). Tingkatan ini dapat
pula dibagi menjadi dua tingkatan yaitu rendah yang merupakan gabungan well
dan moderately differentiated dan tinggi yaitu gabungan poorly differentiated

adenocarcinomas dan undifferentiated carcinomas.
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Gambar 2.11. Tingkatan (grade) histopatologi

(Sumber: Talbot et al., 2007)

2.7. Skrining pada Orang-orang dengan Resiko CRC

Sebuah konsorsium yang terdiri dari 5 badan yaitu American College of
Gastroenterology, American Gastroenterological Association, The American
Society of Colon and Rectal Surgeons, American Society for Gastrointestinal
Endoscopy, and Society of American Gastrointestinal Endoscopic Surgeons telah
merespon permintaan dari The Agency for Health Care Policy and Research untuk

mengembangkan panduan secara nasional di Amerika Serikat pada skrining CRC
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(Beck et al., 2009). Beck et al. (2009) menyebutkan bahwa sebuah panel yang
terdiri dari 16 tenaga kesehatan professional interdisipliner telah membuat
rekomendasi berupa panduan bagi para tenaga kesehatan dan publik dalam
melakukan skrining pada penyakit ini. Panduan ini membagi pasien ke dalam 2
kelompok yaitu individu dengan resiko rendah dan tinggi terkena CRC. The
American Cancer Society (ACS) kemudian merevisi panduan tersebut dengan
membagi pasien ke dalam 3 kelompok resiko yaitu rendah, menengah, dan tinggi
dengan rekomendasi skrining spesifik untuk masing-masing kelompok (ACS,
2011). Panduan skrining tersebut dapat dilihat pada Lampiran 2.

Pasien dengan faktor resiko rendah terhadap CRC adalah mereka yang
tidak memiliki gejala, berusia 50 tahun atau lebih, memiliki keluarga yang bukan
pada derajat pertama (saudara kandung, orang tua, anak) dengan riwayat CRC,
dan tidak memiliki faktor penyebab CRC (umumnya berjumlah 65-75%).
Seseorang dengan faktor resiko menengah terhadap CRC adalah mereka yang
memiliki satu atau lebih saudara dengan CRC (umumnya berjumlah 20-30%).
Pasien dengan faktor resiko tinggi terhadap CRC adalah mereka yang secara
genetik (FAP dan HNPCC) dapat terkena CRC dan mereka yang pernah terkena
penyakit radang usus (Inflammatory Bowel Disease, IBD).

Pasien dengan resiko rendah dan tanpa gejala CRC dianjurkan melakukan
skrining pada usia 50 tahun. Strategi skrining meliputi uji FOBT tiap tahun,
fleksibel sigmoidiskopi setiap 5 tahun, Double Contrast Barium Enema (DCBE)
dan kolonoskopi setiap 5-10 tahun. Jika hasil uji FOBT positif, maka harus
dilanjutkan dengan evaluasi keseluruhan kolon dengan uji DCBE atau
kolonoskopi. Jika hasil uji FOBT negatif, maka uji dengan fleksibel sigmoidiskopi
direkomendasikan untuk dilakukan setiap 5 tahun. Hal ini karena beberapa polip
tumbuh dan berkembang menjadi kanker dalam periode 5 tahun. Jika ditemukan
polip maka harus dilakukan biopsi, sedangkan jika pada diagnosa patologis
ditemukan adenoma maka direkomendasikan untuk melakukan kolonoskopi.
Namun jika ditemukan polip hiperplastik maka tidak diperlukan uji tambahan.

Prosedur skrining pada individu dengan resiko menengah terhadap CRC
antara lain adalah jika usia kerabat yang menderita CRC lebih muda dari 55 tahun,

maka individu tersebut mulai menjalani skrining (kolonoskopi) setiap 5 tahun
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pada usia 40 tahun atau 10 tahun lebih awal dari kerabatnya yang menderita CRC.
Jika usia kerabatnya lebih dari 55 tahun, maka skrining dilakukan setiap 5-10
tahun pada usia 50 tahun atau 10 tahun lebih awal dari kerabatnya tersebut.

Pasien yang memiliki resiko tinggi seperti riwayat keluarga dengan CRC
harus mendapatkan konseling genetik dan menjalani uji genetik FAP dan
HNPCC. Pada pasien yang memiliki riwayat keluarga dengan FAP,
direkomendasikan untuk melakukan uji fleksibel sigmoidoskopi setiap tahun yang
dimulai pada usia pubertas (12-14 tahun). Pada pasien yang memiliki riwayat
keluarga dengan HNPCC, uji endoskopi harus dimulai pada usia 20-25 tahun atau
setidaknya 10 tahun lebih muda dari keluarga yang menderita CRC. Prosedur
endoskopi yang dimaksud adalah kolonoskopi yang dilakukan setiap 2 tahun
sampai pasien berusia 40 tahun. Setelah usia 40 tahun, kolonoskopi dilakukan
setiap tahun. Jika hasil uji genetik negatif, maka observasi pada pasien dilakukan
hanya pada saat kondisi keschatan (pada saluran pencernaannya) menghendaki
demikian. Pada pasien yang memiliki riwayat IBD seperti pankolitis dan colitis
ulseratif diharuskan untuk uji kolonoskopi setiap 1-2 tahun setelah 8 tahun dan 15
tahun terkena penyakit tersebut dan uji dilakukan terbatas pada kolon bagian kiri
saja.

Di Indonesia, skrining CRC dilakukan mengacu pada Panduan Klinis
Nasional Pengelolaan Karsinoma Kolorektal (PKNPKK) yang dibuat oleh
Perhimpunan Dokter Spesialis Bedah Digestif Indonesia (IKABDI) pada tahun
2004. Panduan ini dibagi ke dalam dua kriteria yaitu pada populasi umum dan
populasi yang memiliki resiko tinggi. Pada populasi umum di atas 40 tahun
dilakukan test darah tersamar pada feses (Fecal Occult Blood Test, FOBT),
fleksibel sigmoidoskopi dan kolonoskopi.

Skrining pada kelompok masyarakat yang memiliki risiko tinggi antara
lain adalah pertama, penderita yang telah menderita penyakit kolitis ulserativa
atau Crohn lebih dari 10 tahun. Apabila telah berjalan selama 20 tahun atau
ditemukan adanya displasia, maka kolonoskopi harus dilakukan setiap tahun.
Kedua, penderita yang telah menjalani polipektomi pada adenoma kolorektal.
Penderita yang telah menjalani polipektomi pada adenoma kolorektal harus selalu

ditawarkan untuk menjalani follow-up kolonoskopi. Apabila ditemukan polip
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berukuran <1 cm pada follow-up maka selanjutnya dilakukan kolonoskopi setiap 5
tahun. Apabila ditemukan lebih dari 3 adenoma, atau paling sedikit satu berukuran
>1 cm, atau adanya displasia berat, maka dilakukan kolonoskopi setiap 3 tahun.
Apabila pada kolonoskopi selanjutnya tidak ditemukan polip, maka kolonoskopi
dapat dihentikan.

Ketiga, individu dengan adanya riwayat keluarga penderita CRC yang
kriterianya mengikuti kriteria Amsterdam (Scottish Cancer Group, Cancer
Genetics Sub-Group, 2001). Pada individu dengan tingkat resiko tinggi maka
harus menjalani kolonoskopi setiap dua tahun, ditawarkan skrining tumor
ginekologi, ditawarkan upper GI endoskopi setiap 2 tahun, dan skrining untuk
kanker lainnya yang mungkin berhubungan dengan HNPCC. Usia skrining dalam
rentang usia 30-70 tahun, sedangkan kanker Gaster antara usia 50-70 tahun. Pada
individu dengan tingkat resiko sedang, harus menjalani kolonoskopi tunggal dan
diulang jika hasil sebelumnya normal dengan skrining dilakukan pada rentang
usia 30-35 tahun dan 55 tahun. Pada individu dengan tingkat resiko rendah hanya
diberikan penyuluhan untuk mendorong gaya hidup sehat. Keempat, untuk
individu yang memiliki risiko tinggi menderita FAP berdasarkan riwayat keluarga
dengan FAP maka dilakukan dilakukan pemeriksaan genetik adanya mutasi gen
APC apabila fasilitas tersedia dan ditawarkan kolonoskopi setiap dua tahun dan

sigmoidoskopi setiap tahun.

2.7.a. Fleksibel Sigmoidoskopi

Alat fleksibel sigmoidoskopi standar memiliki panjang 60 cm (Gambar
2.12), bentuknya mirip dengan kolonoskop namun lebih pendek. Karena
ukurannya yang lebih pendek, alat ini lebih murah, mudah dalam perawatan,
durabilitasnya lebih baik dari kolonoskop (Nivatvongs, 2007). Alat ini hanya
mampu mencapai ujung dari sigmoid colon dan descending colon atau paling
tidak hingga splenic flexure. Walaupun polip berukuran kecil yang ditemukan
selama pemeriksaan dapat diangkat dengan alat ini, deteksi polip adenomatous
atau CRC di bagian kolon lainnya dibutuhkan dengan menggunakan kolonoskop.
Sebelum menggunakan alat ini, bagian bawah kolon pasien harus dibersihkan dan

hal ini memberikan rasa tidak nyaman pada pasien. Pemeriksaan dengan alat ini
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dapat mendeteksi tumor dengan sensitifitas dan spesifisitas tinggi (97% dan 94%)
(Flamini et al., 2009).

Gambar 2.12. Alat fleksibel sigmoidoskopi

(Sumber: Nivatvongs, 2007)

2.7.b. Kolonoskopi

Penggunaan kolonoskop yang berukuran 160 cm diperkenalkan pertama
kali pada tahun 1970 (Nivatvongs, 2007). Alat ini mampu memperlihatkan
keseluruhan kolon, dan lebih akurat dalam analisa dibandingkan dengan
sigmoidoskop dengan sensitifitas untuk mendeteksi CRC lebih dari 95% dan
spesifisitas mendekati 100%. Walaupun secara umum metode ini aman, namun
ujung alat ini dapat melukai dinding kolon dan menyebabkan luka serius sehingga
terkadang memerlukan operasi. Penggunaan alat ini membutuhkan operator yang
terampil dan pembersihan kolon yang baik, sehingga adopsi metode ini untuk

skrining lini pertama menjadi kendala (Flamini et al., 2009).

Universitas Indonesia

Asosiasi single..., Pendrianto, Program Studi llmu Kefarmasian, 2012



27

2.7.c. Barium Enema with Air Contrast

Prosedur ini disebut juga dengan Double Contrast Barium Enema
(DCBE), yang merupakan teknik radiologi yang dapat memvisualisasikan
keseluruhan kolon setelah pemberian barium yang diikuti dengan pemberian udara
pada kolon dan rectum (Flamini et al., 2009; Beck et al., 2009). Prosedur ini dapat
mengidentifikasi polip berukuran besar (>1 cm) dan kanker serta lebih murah
dibandingkan dengan kolonoskopi. Namun, metode ini memiliki beberapa
kekurangan yaitu kurang sensitif terhadap polip yang berukuran kecil (<1 cm),
pemeriksaan memakan waktu yang lebih lama, keadaan kolon yang harus bersih
dari feses untuk mengurangi kesalahan interpretasi, ketidaknyamanan pasien
karena harus meminum pencahar sehari sebelum pemeriksaan dan supositoria

pada hari pemeriksaan (Beck, 2003; Flamini et al., 2009; Beck et al., 2009).

2.7.d. FOBT

Umumnya polip atau kanker pada kolorektal memiliki permukaan
pembuluh darah yang mudah rusak oleh desakan feses yang menyebabkan
keluarnya sejumlah kecil darah dalam feses. Uji FOBT telah dikembangkan untuk
mendeteksi darah dalam feses melalui beberapa pendekatan. Pendekatan yang
paling sering digunakan adalah pengukuran aktivitas hemoglobin peroksidase
(Levin et al., 2008; Flamini et al., 2009; Moses, 2009). Akan tetapi, penyakit
seperti  hemorrhoids, anal  fissures, peptic -~ ulcers, ulcerative colitis,
gastroesophageal reflux disease, dan Crohn’s disease juga dapat memperlihatkan
darah pada feses dan menghasilkan uji FOBT positif (palsu) (Levin et al., 2008;
Flamini et al., 2009). Disamping itu, beberapa makanan dan obat-obatan dapat
memberikan pengaruh pada uji FOBT seperti aspirin atau obat anti inflamasi non
steroid (NSAIDs), aupan vitamin C yang berlebihan, daging merah, dan beberapa
sayuran serta buah-buahan (Flamini et al., 2009). Jika hasil tes positif, pasien
harus disarankan untuk melakukan kolonoskopi. Mengulangi uji yang sama atau
tindak lanjut tanpa uji kolonoskopi adalah tidak tepat. Jika hasil tes negatif, maka
pasien harus memahami bahwa mereka harus mengulangi pengujian setiap tahun

(Levin et al., 2008) .
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2.7.e. Computed Tomographic Colonography (CTC)

Computed Tomographic Colonography (CTC) atau disebut juga sebagai
koloskopi virtual, adalah pemeriksaan pencitraan dari seluruh usus besar dan
rektum dengan invasif yang rendah. CTC menggunakan CT untuk mendapatkan
gambar 2-dimensi (2D) dan 3-dimensi (3D) yang canggih untuk interpretasi.
Prosedur CTC memberikan efisiensi waktu dengan invasi minimal, maka risiko
perforasi kolon selama skrining sangat rendah. CTC tidak hanya menghasilkan
gambar dari usus besar tetapi juga perut bagian atas dan bawah, sehingga dapat
mengamati polip ekstrakolonik (Levin ef al., 2008). Disamping itu, tidak
diperlukan waktu untuk sedasi atau pemulihan, juga tidak dibutuhkan
pendampingan setelah dilakukannya CTC yang memungkinkan pasien dapat
kembali bekerja pada hari yang sama (Levin et al., 2008).

Untuk memastikan keberhasilan pemeriksaan, sangat dibutuhkan persiapan
yang memadai dan distensi gas dari usus besar. Pasien biasanya menjalani
persiapan yang mirip dengan pemeriksaan kolonoskopi. Keakuratan CTC
dipengaruhi oleh ukuran lesi, sedangkan sensitivitas dan spesifisitas CTC
bergantung pada besarnya ukuran polip. Pickhardt et al. (2003) menunjukkan
bahwa spesifisitasnya adalah sebesar 97,4% untuk polip berukuran >1 cm tapi
turun menjadi 84,5% pada polip berukuran >6 mm. Pada tiap pasien, gabungan
sensitivitas dan spesifisitas CTC untuk polip besar (> 1 cm) masing-masing
berkisar 85-93% dan 97%. Sensitivitas dan spesifisitas untuk mendeteksi polip
kecil (6-9 mm) masing-masing adalah sebesar 70-86% dan 86-93%. Berdasarkan
penelitian sebelumnya oleh Halligan et al., 2005 bahwa sensitivitas CTC untuk
CRC sebanding dengan sensitivitas pada optical colonoscopy (OC) yang
dilaporkan oleh Pickhardt ef al. (2004) dan Farrar et al. (2006).

Namun CTC hanya sebagai sarana pengujian non-terapi dengan pencitraan
saja, sehingga apabila ditemukan polip dengan ukuran yang signifikan pada pasien
maka diperlukan terapi untuk polypectomy. Metode CTC serupa dengan
endoskopi dan DCBE terkait dengan kualitas interpretasi yang sangat bergantung
pada operator, sehingga sangat penting agar operator mendapatkan pelatihan dan

sertifikasi.
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Ada kontroversi terkait potensi bahaya selama penggunaan jangka panjang
terkait dengan efek dosis radiasi dari pengujian CTC. Salah satu aspek dari
kontroversi ini terkait dengan model estimasi risiko, dan berkaitan dengan risiko
kanker dari paparan tunggal dan berulang dari pencitraan medis tersebut (Amis et
al., 2007; Brenner & Hall, 2007). Meskipun risiko ini mungkin bersifat teoritis,
namun ada kekhawatiran yang berkembang bahwa orang yang banyak menjalani
pemeriksaan dengan radiasi pengion selama seumur hidup maka suatu saat

dosisnya dapat mencapai tingkat yang cukup tinggi.

2.8. SNP (Single Nucleotide Polymorphism)

Single Nucleotide Polymorphism adalah perubahan kecil pada genetik atau
variasi yang dapat terjadi dalam sekuen DNA seseorang (NCBI, 2007a). Kode
genetik ditentukan oleh empat nukleotida A (adenin), C (sitosin), T (timin), dan G
(guanin). Variasi SNP terjadi bila satu nukleotida seperti A menggantikan salah
satu dari tiga nukleotida lainnya seperti C, G, atau T. Sebuah contoh dari SNP
adalah perubahan dari segmen DNA AAGGTTA menjadi ATGGTTA, di mana
basa A dalam sekuen kedua diganti dengan T.

SNP adalah jenis yang paling umum dari variasi genetik dan dapat terjadi
setiap 100 hingga 300 basa (Brooks, 2003; NCBI, 2005). Secara umum, SNP
terjadi pada 1 persen populasi manusia (Brooks, 2003; NCBI, 2007a). Dari sekitar
3-5 % dari sekuen DNA individu yang dikodekan (ekson) untuk produksi protein,
hanya sejumlah kecil SNP ditemukan berada dalam ekson karena sebagian besar
SNP ditemukan berada di luar ekson (intron) (NCBI, 2007a). Keberadaan SNP
pada daerah promoter, situs pemotongan pasca transkripsi pada coding region
suatu gen, intron, dan non coding region lainnya menarik perhatian para peneliti
karena SNP tersebut mungkin dapat merubah fungsi regulasi dan ekspresi suatu

protein yang berasosiasi dengan suatu fenotip atau penyakit (Brooks, 2003).
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2.8.1. Kegunaan SNP

Sebagian kecil SNP menjadi penanda biologis untuk penentuan suatu
penyakit pada peta genom manusia karena SNP tersebut terletak pada gen yang
ditemukan terkait dengan penyakit (Kang et al., 2008; Kumar et al., 2008; Tao et
al., 2008; Polakova et al., 2009; Ivkovic et al., 2009; Kim et al., 2010; Stanke et
al., 2011). SNP yang diasosiasikan dengan suatu penyakit dapat digunakan untuk
mencari dan mengisolasi gen penyebab penyakit tersebut (NCBI, 2007a). Pola
SNP di gen-gen target dari hasil studi perbandingan antara kelompok kasus dan
kontrol pada studi asosiasi dapat digunakan untuk merancang target terapi dan
desain serta respon obat pada suatu populasi (Javed & Mukesh, 2010). Studi ini
didefinisikan sebagai farmakogenetik (FDA, 2008).

“Millions of features possible
on each GeneChip® array

DHA probes in one corner
of an Affymetrix array

Gambar 2.13. Microarray GeneChip dari Affymetrix Inc.

(Sumber: (a) Gohlmann & Talloen, 2009; (b) TGen, 2004; telah diolah kembali)

Cara pendeteksian dan penemuan SNP berkembang dengan cukup pesat

karena didukung oleh kemajuan teknologi sekuensing, dan setelah dipetakannya
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seluruh sekuen DNA manusia pada tahun 2003 dalam Human Genome Project.
Pemetaan seluruh sekuen manusia tersebut berdampak pula pada keberhasilan
pemetaan sekuen sejumlah besar gen yang sebelumnya tidak diketahui (NCBI,
2007b). Teknologi pendeteksian SNP dalam genom manusia makin maju dengan
adanya teknologi microarray. Microarray dapat digunakan untuk melihat
kemiripan genotip pada kelompok orang yang terkena penyakit dan dapat
menunjukkan secara akurat SNP, gen, atau kelompok gen yang berasosiasi
terhadap penyakit (TGen, 2004; Gohlmann & Talloen, 2009) (Gambar 2.13).
Salah satu microarray yaitu GeneChip yang diproduksi oleh Affymetrix Inc.,
menggunakan prinsip hibridisasi untuk mengidentifikasi setiap genotip dari SNP.
Dalam chip tersebut berisi jutaan probe, dimana setiap probe terdiri dari 25
nukleotida dan satu nukleotida diantaranya adalah posisi dari SNP yang sudah
diketahui (TGen, 2004; Gohlmann & Talloen, 2009).

Sebagai contoh, kepingan (chip) SNP array 5.0 dari Affymetrix Inc. berisi
500K SNP dan 420K penanda Copy Number Variations (CNV) yang sudah
diketahui (Affymetrix Inc., 2012). Penanda CNV berguna untuk mengetahui

apakah terdapat pola delesi atau duplikasi yang sama pada genom sampel.

2.9. Genome-Wide Association Study (GWAS)

Genome Wide Association Study (GWAS) adalah suatu pendekatan yang
melibatkan seluruh set lengkap DNA/ genom dari sejumlah individu yang terkena
penyakit dan tidak terkena penyakit untuk menemukan variasi genetik yang
berasosiasi dengan penyakit tersebut (NHGRI, 2011). Untuk melakukan uji
genetik pada penyakit yang telah diketahui gen penyebabnya, maka para ilmuwan
mengumpulkan sampel darah dari sekelompok individu yang terkena penyakit dan
menganalisis DNA mereka untuk melihat pola SNP. Selanjutnya, peneliti
membandingkan pola-pola ini dengan pola yang diperoleh dengan menganalisis
DNA dari sekelompok individu yang tidak terkena penyakit. Dengan demikian
dapat ditunjukkan pola mana yang kemungkinan besar berasosiasi dengan gen

penyebab penyakit. Untuk penyakit yang belum diketahui gen penyebabnya, studi
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asosiasi ini dapat menentukan gen-gen kandidat dan SNP yang berasosiasi
dengannya.

Dalam waktu dekat, profil SNP yang menjadi ciri khas dari berbagai
penyakit dapat menjadi kenyataan. Kemudian seiring dengan waktu, dokter dapat
melakukan penapisan pada tiap individu terkait dengan kerentanan terhadap
penyakit hanya dengan menganalisis sampel DNA mereka untuk pola SNP
tertentu (NCBI, 2007a). Aspek kunci dari GWAS adalah asosiasi SNP dengan
fenotip yang diwariskan. Studi SNP dapat mempercepat identifikasi gen penyakit
dengan memungkinkan para peneliti untuk mencari hubungan antara penyakit dan
perbedaan SNP pada individu dalam suatu populasi.

Studi asosiasi berbeda dari pendekatan yang lebih khas seperti analisa
silsilah yang melacak penularan penyakit melalui keluarga. Karena mendapatkan
sampel DNA dari individu secara acak dalam suatu populasi jauh lebih mudah
daripada mendapatkannya dari setiap anggota keluarga selama beberapa generasi,
maka studi asosiasi dapat mempercepat penemuan gen suatu penyakit (NCBI,
2005). Setelah ditemukannya perbedaan SNP antar individu dalam suatu populasi,
maka tantangan berikutnya adalah mengkorelasikan perbedaan SNP tersebut
dengan fenotip seperti resiko penyakit dan respon terhadap terapi (Brooks, 2003).

GWAS vyang dilakukan oleh Holst et al. (2010) menyimpulkan bahwa
terdapat 5 lokus yang berasosiasi terhadap penurunan dan peningkatan resiko
terhadap CRC. Lima lokus tersebut adalah rs16892766 pada kromosom 8q23.3,
1s6983267 pada kromosom 8q24.21, rs10795668 pada kromosom 10pl4,
rs4779584 pada kromosom 15q13.3, dan rs4939827 pada kromosom 18q21.1.
Sebelumnya, GWAS pada SNP rs6983267, rs16892766, dan rs10795668 sudah
dilakukan oleh Tomlinson et al. (2007) dan Tomlinson et al. (2008), sedangkan
rs4939827 berturut-turut pernah diteliti oleh Broderick et al. (2007) dan Tenesa et
al. (2008), dan rs4779584 oleh Jaeger et al. (2008) yang kesemua hasilnya
ekuivalen dengan GWAS yang dilakukan oleh Holst ef al. (2010). GWAS tersebut
dilakukan pada populasi Inggris (Tomlinson et al., 2007; Tomlinson et al., 2008;
Tenesa et al., 2008), Skotlandia, Jerman, Israel, Spanyol, Kanada, dan Jepang
(Tenesa et al., 2008), dan Swedia (Holst ez al., 2010).
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Studi replikasi meta analisis yang dilakukan oleh Peter et al. (2012) untuk
memvalidasi hasil penelitian yang dilakukan oleh para peneliti di atas,
menemukan adanya 8 SNP yang memiliki asosiasi dengan kerentanan terhadap
CRC. Dari lima SNP yang dilaporkan Holst ef al. (2010) hanya empat SNP yang
dapat dikonfirmasi oleh Peter et al. (2012), sedangkan satu SNP rs10795668 pada
kromosom 10p14 tidak menunjukkan adanya asosiasi dengan kerentanan terhadap
CRC. Disamping itu, GWAS yang dilakukan oleh Peter et al. (2012) juga
melaporkan lima SNP baru yang terdapat dalam 5 region berbeda yaitu rs2373859
pada kromosom 2, rs275454 pada kromosom 5, rs2853668 pada kromosom 5,
rs1525461 pada kromosom 7, rs7315438 pada kromosom 12 yang signifikan
secara statistik berasosiasi dengan kerentanan terhadap CRC.

Beberapa SNP yang sering ditemukan pada 11 lokus gen di kromosom
8923.3, 8q24.21, 9p24, 10pl4, 11923.1, 14q22.2, 15ql13.3, 16922.1, 18q21.1,
19q13.1, dan 20p12.3 telah diidentifikasi memiliki asosiasi terhadap peningkatan
dan penurunan resiko CRC (Broderick et al., 2007; Haiman et al., 2007,
Tomlinson et al., 2007; Zanke et al., 2007; Easton dan Eeles, 2008; Houlston et
al., 2008; Jaeger et al., 2008; Tenesa et al., 2008 Tomlinson et al., 2008; Le
Marchand, 2009). Semua lokus di atas secara eksklusif banyak diteliti pada
populasi Eropa, dan efek resiko alel dari lokus tersebut sejauh ini belum banyak
diketahui pada populasi lainnya (Ho et al., 2011). Pada tahun 2012, Cicek et al.
melaporkan lokus baru di kromosom 4q21.1 (rs10518142), 8q13.2 (rs1319036),
12924.32 (rs952093), dan 15g22.31 (1477798) yang memiliki kerentanan
terhadap CRC pada populasi keluarga di Australia, Kanada, dan Amerika.

Studi replikasi yang dilakukan pada populasi etnis Han Cina di Hongkong
oleh Ho et al. (2011) menemukan 12 SNP yang secara signifikan berasosiasi
terhadap CRC. SNP tersebut terletak pada kromosom 8, 10, 14, 15, dan 18. SNP
tersebut antara lain adalah rs7014346 (8q24.21), rs10795668 (10p14), rs706771
(10p14), rs827401 (10p14), rs7894531 (10p14), rs7898455 (10p14), rs4474353
(10p14), rs16970016 (15q14), rs1554865 (15q14), rs4779584 (15q14), rs4939827
(18921.2), dan rs12953717 (18921.2). Hanya 5 dari 12 SNP tersebut yang juga
terdapat pada populasi Han Cina di Hongkong yaitu rs7014346 (8q24.21),
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rs10795668 (10p14), rs4779584 (15q14), rs12953717 (18q21.2), dan rs4939827
(18921.2).

Umumnya penelitian di atas dilakukan pada CRC yang diwariskan atau
memiliki keluarga yang menderita CRC. Bodmer (2006) dan Migliore et al.
(2011) mengatakan bahwa porsi CRC sporadik berkisar antara 70-75%,
sedangkan CRC yang diwariskan hanya sebesar 25%. Untuk itu perlu diteliti lebih
lanjut untuk mengetahui pola kerentanan genetik yang berasosiasi dengan
perkembangan kanker pada CRC sporadik terutama pada populasi orang di
Indonesia. Dengan mengetahui pola kerentanan tersebut diharapkan akan
memberikan informasi terkait etiologi penyakit yang diasosiasikan dengan variasi
genetik, memberikan informasi data variasi genetik yang berasosiasi dengan CRC
sporadik pada suatu populasi yang nantinya dapat dikembangkan menjadi penanda
pada CRC sporadik, dan memberikan informasi yang berguna untuk keperluan
skrining lini pertama penyakit CRC di laboratorium klinik atau rumah sakit
kanker.

Penelitian pendahuluan untuk mendentifikasi variasi genetik yang terkait
dengan kerentanan terhadap CRC pada populasi yang ada di Makassar-Sulawesi
Selatan menggunakan SNP array telah dilakukan pada tahun 2009 di Mochtar
Riady Institute for Nanotechnology (MRIN) yang dianalisa oleh Capital Bio
(Beijing). Selain untuk menemukan kandidat SNP yang terkait dengan resiko
CRC sporadik, penelitian pendahuluan tersebut juga bertujuan untuk
mengidentifikasi  Copy-Number -~ Variable (CNV) pada suatu lokus yang
berasosiasi dengan CRC, karena platform yang digunakan adalah kepingan
Affymetrix 5.0 yang berisi 500.000 SNP dan 420.000 CNV yang sudah
diidentifikasi. Dari hasil penelitian tersebut, diperoleh beberapa SNP dan CNV
yang memiliki asosiasi dengan kerentanan terhadap CRC sporadik (MRIN, 2009)
(data tidak dipublikasi).

Pada penelitian ini, dilakukan validasi pada salah satu SNP yang
ditemukan dari hasil penelitian pendahuluan tersebut yaitu SNP ”X”. Dari
penelitian tersebut diketahui bahwa SNP ”X” terletak di kromosom 15. Alel dari
SNP tersebut adalah G/T. SNP “X” berada sekitar 2,5 kilo pasang basa (kpb) dari
ujung 5’ gen ACTC1 (Actin, Alpha Cardiac Muscle 1 Proprotein) yang memiliki

Universitas Indonesia

Asosiasi single..., Pendrianto, Program Studi llmu Kefarmasian, 2012



35

fungsi dalam regulasi kontraksi otot (jantung) dan ekspresi protein komponen
pembentuk sitoskeleton (Weizmann Institute of Science, 2012). SNP “X” memiliki
jarak sekitar 31 kpb dari uwjung 5° gen GJD2 (Gap Junction Delta 2) yang
berfungsi dalam komunikasi antar sel (NCBI, 2012).
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BAB3
METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan pada bulan Januari 2011 sampai dengan Juli 2012
di Laboratorium Single Nucleotide Polymorphism (SNP), Mochtar Riady Institute
for Nanotecnology (MRIN), Lippo Karawaci-Tangerang, Banten dan
Laboratorium Mikrobiologi dan Bioteknologi, Departemen Farmasi-Universitas

Indonesia. Jadwal kerja dapat dilihat pada Lampiran 3.

3.2. Pra Penelitian

Sebelum melakukan semua tahapan kerja, terlebih dahulu dilakukan pra
penelitian. Pra penelitian yang dilakukan meliputi perancangan primer dan
penyiapan bahan penelitian, dan optimasi suhu penempelan primer (annealing
step) proses Polymerase Chain Reaction (PCR). Pada Lampiran 4 ditunjukkan
sekuen DNA SNP “X” yang terdapat pada kromosom 15. Dari 2047 pasang basa
(pb), sekuen DNA pada bagian atas dan bawah yang ditulis dengan huruf kecil
yang digarisbawahi merupakan primer Forward (F) (hijau tua) dan Reverse (R)
(hijau muda). Ukuran produk PCR adalah 979 pb. Sekuen DNA dengan huruf
kecil (merah) yang diapit oleh sekuen DNA huruf kapital yang digarisbawahi
merupakan posisi SNP “X”.

Sebelum dilakukan amplifikasi DNA, pada kedua primer dilakukan
optimasi suhu penempelan primer (annealing step) pada rentang suhu 55-67°C
menggunakan pengaturan gradient calculator pada alat Peltier Thermal Cycler
(PTC), DNA Engine (BIO-RAD). Dari 12 titik suhu, dipilih 8 titik suhu untuk
proses optimasi annealing step yaitu 55,0; 56,1; 58,4; 60,2; 62,2; 65,2; 66,1; dan
67,0°C. Tahap-tahap dalam reaksi PCR mengacu pada Suriapranata ef al. (2011)
dengan modifikasi pada tahap annealing step pada rentang 8 suhu optimasi yang
sudah dipilih di atas. Setelah didapatkan suhu optimal dari proses optimasi PCR,

maka suhu tersebut akan digunakan dalam proses PCR selanjutnya.

36
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3.3. Sampel

Sampel darah yang digunakan dalam penelitian ini diambil dari stok beku
-80°C. Sampel darah didapatkan dari pasien CRC dan kontrol sehat yang
dikumpulkan oleh Tim Dokter Rumah Sakit yang ada di Makassar, Sulawesi
Selatan yang antara lain adalah RS. Wahidin, RS. Ibnu Sina, RS. Grestelina, RS.
Islam Faisal, dan RS. Bhayangkara yang memiliki kerjasama penelitian dengan
MRIN. Disamping itu, Tim Dokter juga melakukan perekrutan relawan dan
mendiagnosis penyakit dengan mengisi kartu insiden (Lampiran 5). Sampel darah
pasien CRC diambil saat akan melakukan pembedahan selama kurun waktu Juni
2006 sampai dengan Juni 2010.

Kriteria inklusi untuk pasien CRC adalah pasien yang terdiagnosis CRC
melalui biopsi, pasien CRC yang sebelumnya tidak menderita kanker lain, pasien
CRC yang tidak memiliki riwayat keluarga derajat pertama seperti ayah, ibu,
anak, kakak, dan adik yang menderita CRC dan kanker lain. Kriteria eksklusi
adalah pasien yang tidak terdiagnosis CRC, pasien CRC yang sebelumnya
menderita kanker lain, dan pasien CRC yang memiliki riwayat keluarga derajat
pertama seperti ayah, ibu, anak, kakak, dan adik yang menderita CRC dan kanker
lain, serta pasien CRC yang memiliki data usia, jenis kelamin, riwayat kanker, dan
tipe kanker yang tidak lengkap.

Kriteria inklusi pada kontrol sehat adalah mereka yang tidak memiliki
riwayat keluarga derajat pertama seperti ayah, ibu, anak, kakak, dan adik yang
menderita CRC dan kanker lain. Kriteria eksklusi pada kontrol sehat adalah
mereka yang memiliki riwayat keluarga yang terkena kanker, dan memiliki data
usia, jenis kelamin, riwayat kanker, dan tipe kanker yang tidak lengkap.

Pasien CRC maupun kontrol yang diikutkan dalam penelitian ini telah
memberikan persetujuan dan menandatangani formulir informed consent setelah
diberikan penjelasan oleh dokter/ perawat. Penelitian ini juga telah disetujui oleh

Dewan Komisi Etik MRIN.
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3.4. Alat dan Bahan

Alat yang digunakan dalam penelitian ini antara lain adalah Thermo-Block
NB-305TB (N-BIOTEK Inc.), NanoDrop spectrophotometer ND-1000 (Thermo
Fisher Scientific), Peltier Thermal Cycler (PTC), DNA Engine (BIO-RAD),
Biological Safety Cabinet (NUAIRE), Allegra X-15R Centrifuge (BECKMAN
COULTER), PowerPac Basic (BIO-RAD), VersaDoc Imaging System (BlO-
RAD), ABgene ALPS-300 (Applied Biosystems), Pompa vakum, Multi Screen
PCRys Filter Plate (Millipore, Billerica), ABI 3130x/ Genetic Analyzer, Pipettor
1000, 200, 20, dan 10 ul, Multi channel pipettor 300, 50 dan 10 pl, Unimax 2010
Orbital Shaker (HEIDOLPH), Centrifuge 5415R (EPPENDORF).

Bahan yang digunakan antara lain adalah air destilat, Qiamp DNA minikit
(QIAGEN Inc.), 10X PCR Buffer II (Applied Biosystems), GeneAmp" (ANTP mix
with dTTP) (Applied Biosystems), MgCl, (Applied Biosystems), primer R (5’-
GGTTGAGGCTGGAAGTGAAG-3’), dmpli Tag Gold® 250U, 5U/ pL(Applied
Biosystems), primer F (5’-CACAGTCTGCTCTTTGAAGG-3’), Tris (BIO-
RAD), EDTA (BIO-RAD), Asam asetat glacial, pro analisis (Merck), UltraPure"
Agarose (Invitrogen), 100 bp DNA Ladder (New England BioLabs), 1.5 mL Gel
Loading Dye, Blue (6X) (New England BioLabs), Enzim eksonuklease (Exol)
(Takara), Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Tested User Friendly" (USB
Corp.) 5000U, 1U/ uL, SAP Buffer (USB Corp.), 5X Sequencing Buffer for Big-
Dye terminator v3.1 (Applied Biosystems), Big-Dye terminator v3.1 cycle
sequencing kit (Applied Biosystems), Hi-Di  Formamide (Applied Biosystems),
POP-7™ Polymer for 3130/3130x/ Genetic Analyzers (Applied Biosystems).

3.5. Desain Penelitian

Desain penelitian menggunakan studi potong lintang (Cross Sectional),
karena data rekam medik dan sampel darah diambil pada satu waktu. Penentuan
besarnya jumlah sampel dan kekuatan (power) pada kelompok CRC dan kontrol
ditentukan dengan menggunakan software Epi Info versi 3.5.1 (CDC, 2011).
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3.6. Tahapan Kerja
3.6.1. Isolasi DNA

DNA diisolasi dari sampel darah dengan Protokol Putar (Spin Protocol)
menggunakan QIAamp DNA blood mini kit (Qiagen Inc). Persiapan yang perlu
dilakukan sebelum isolasi DNA adalah pencairan sampel darah dari ruang
penyimpanan beku -80°C ke suhu ruang (15-25°C), blok inkubator diatur pada
suhu 56 °C, buffer AE atau air destilat disiapkan pada suhu ruang untuk elusi,
buffer AW1, buffer AW2, dan Protease QIAGEN disiapkan seperti pada tabel di

bawah ini.

Tabel 3.1. Preparasi pada Buffer AW1 dan AW2

Ukuran Konsentrasi Etanol 96% Volume
Buffer Penyimpanan
kit (ml) (ml) akhir (ml)
50 19 25 44 Simpan dalam suhu
AW1 .
250 95 125 220 ruang, tutup vial
50 13 30 43 dengan alumunium foil
AW?2
250 66 160 226

Tabel 3.2. Preparasi pada pelarut protease

Ukuran Kit Pelarut protease (ml) Penyimpanan
50 1,2 2-8°C untuk jangka waktu 2 bulan, -20 °C untuk
250 5,5 penyimpanan jangka panjang

Buffer AL dilarutkan dengan menginkubasi pada suhu 56 °C, semua
proses sentrifugasi harus dijalankan pada suhu ruang. Sebanyak 1 ul larutan yang
mengandung 5-10 pug pembawa DNA ditambahkan ke dalam 200 pl buffer AL
jika sampel mengandung <10,000 genom.

Tahapan isolasi DNA dari darah mengikuti instruksi dari produsen
(QIAGEN Inc.) yang kesemuanya tercantum dalam Lampiran 6. Dari 200 pl

sampel darah yang digunakan untuk mengisolasi DNA, umumnya akan
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menghasilkan DNA genom sebanyak 6 pg dalam 200 pl air (buffer AE) (30 ng/
pl) dengan rasio Ajep/Asgo sebesar 1,7-1,9. Konsentrasi DNA genom diukur
menggunakan NanoDrop spectrophotometer ND-1000 (Thermo Fisher Scientific)
dan disesuaikan pada kisaran minimun di atas 10 ng/ ul (Suriapranata et al., 2011)

untuk penggunaan lebih lanjut.

3.6.2. Polymer Chain Reaction (PCR)
PCR bertujuan untuk mengamplifikasi fragmen DNA yang kita inginkan
dari keseluruhan DNA yang telah diisolasi. Reagen dan volume yang dibutuhkan

untuk proses ini antara lain:

Tabel 3.3. Komposisi reagen pada proses PCR

Konsentrasi dalam 1X  Volume dalam 1X reaksi

i reaksi (uh)
10X dapar PCR 1X 2,50
2,5 mM dNTP’s 0,20 mM 2,00
2,5 mM MgCl, 0,15 mM 1,50
10 uM primer Kiri (Forward) 0,3 uM 0,75
10 uM primer Kanan (Reverse) 0,3 uM 0,75
Gold Taq 5U/ pl 0,026 U/ pl 0,13
Cetakan DNA (femplate) ~0.8 uM 2,00
dH,0 15,37
Volume total 25,00

Reaksi PCR dengan volume total 25 pl dilakukan sebanyak 40 siklus
(cycle) menggunakan Peltier Thernal Cycler (PTC), DNA Engine (BIO-RAD).
Tahap-tahap dalam reaksi PCR mengacu pada Suriapranata ef al. (2011) dengan

menggunakan suhu annealing step hasil optimasi.

Universitas Indonesia

Asosiasi single..., Pendrianto, Program Studi llmu Kefarmasian, 2012



41

3.6.3. Gel Electrophoresis

Reaksi PCR dilanjutkan dengan elektroforesis gel untuk mengkonfirmasi
tingkat keberhasilan PCR dengan membandingkan pita serapan UV hasil PCR
dengan pita DNA pembanding. Ukuran panjang DNA hasil PCR sekitar 1 kpb
(kilo pasang-basa), dari panjang aktual sebesar 979 pb. Elektroforesis gel
dilakukan pada agarosa 2% dengan potensial sebesar 100 Volt, arus 400 mA
selama 35 menit menggunakan instrument PowerPac Basic (BIO-RAD). Hasil
elektroforesis gel didokumentasikan dengan menggunakan VersaDoc® Imaging

System (BIO-RAD).

3.6.4. Purifikasi DNA

DNA yang telah berhasil di PCR dan dikonfirmasi dengan elektroforesis
gel kemudian dipurifikasi untuk menghilangkan sisa garam dan komponen lain
yang dapat menggangu proses sekuensing. Proses purifikasi dilakukan dengan
menggunakan Multi Screen PCRys Filter Plate (Millipore, Billerica). Tahapan
purifikasi dengan metode ini dapat dilihat pada Lampiran 7.

Pada proses ini DNA untai ganda hasil PCR dengan ukuran >100pb akan
tertahan dalam membran berpori, sedangkan primer dan komponen sisa proses
PCR akan tercuci dan terbuang saat proses vakum dilakukan. DNA untai ganda
yang berada dalam membran dapat dipipet kembali ke plate reaksi yang baru.
Tahapan purifikasi DNA juga dilakukan dengan metode PCR Digestion
menggunakan enzim exonuclease 1 (Exol) dan Shrimp Alkaline Phosphatase
(SAP) (Suriapranata et al., 2011). Enzim Exol akan mendegradasi sisa primer,
sedangkan SAP mendegradasi sisa dNTP yang terdapat pada produk PCR.

Proses PCR Digestion dilakukan menggunakan Peltier Thernal Cycler,
DNA Engine (BIO-RAD) dengan 3 tahapan penting yang antara lain adalah
pertama pada suhu 37 °C selama 75 menit; 85 °C selama 15 menit, dan 4 °C untuk
penyimpanan sementara atau pada suhu -20 °C untuk penyimpanan jangka

panjang. Reagen-reagen yang dibutuhkan dalam proses PCR Digestion adalah:
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Tabel 3.4. Komposisi reagen pada PCR digestion

Konsentrasi dalam 1X  Volume dalam 1X reaksi

Reagen
reaksi (n)
dH,0 4,60
10X dapar SAP 1X 1,20
SAP + Exol 1 U/ ul 0,17 U/ul 0,20
Cetakan DNA (produk PCR) 6,00
Volume total 12,00

3.6.5. Cycle Sequencing dan Presipitasi EDTA/ Etanol

Sebelum masuk ke proses sequencing, DNA diamplifikasi kembali
menggunakan Peltier Thernal Cycler, DNA Engine (BIORAD) sebanyak 25 kali
siklus. Pada akhir cycle sequencing akan dihasilkan fragmen-fragmen DNA
dengan panjang bervariasi. Proses cycle sequencing dilakukan dengan tahapan
inisiasi pada suhu 96 °C selama 1 menit, tahap denaturasi pada suhu 96 °C
selama 10 detik, tahap penempelan primer pada suhu 50 °C selama 5 detik, tahap
pemanjangan (elongasi) pada suhu 60 °C selama 4 menit, dan tahap penyimpanan
pada suhu 4 °C (-20 °C untuk jangka panjang). Reagen-reagen yang dibutuhkan

dalam proses cycle sequencing adalah:

Tabel 3.5. Komposisi reagen pada proses cycle sequencing

Konsentrasi Volume dalam
Reagen

dalam 1X reaksi 1X reaksi (pl)
dH,0 2,75
5X Sequencing Buffer for Big-Dye terminator v3.1 2,80
Big-Dye terminator v3.1 cycle sequencing kit 0,45
3.3 uM primer Kiri (F) atau Kanan (R) 0,33 uM 1,50
Cetakan DNA (produk PCR) 7,50
Volume total 15,00

Setelah proses cycle sequencing selesai, dilanjutkan dengan presipitasi

EDTA/ etanol. Langkah-langkah pada proses ini dapat dilihat pada Lampiran 8.
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3.6.6. Sequencing

Proses sekuensing dilakukan dengan cara memisahkan fragmen-fragmen
DNA menggunakan sekunser 16 kapiler dari ABI 3130x/ Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, California). Elektroforesis gel dengan resolusi
tinggi pada proses sekensing dapat memisahkan fragmen yang panjangnya hanya
berbeda satu nukleotida (Karp, 2010). Perangkat lunak pengumpul data pada
sekuenser mengubah sinyal fluoresensi menjadi data digital, kemudian mencatat

data dalam bentuk berkas *.ab1 (Life Technologies, 2012).

3.7. Rencana Analisis

Data hasil sekuensing akan disejajarkan (aligned) dan dianalisa
menggunakan software Bioedit (versi 7.0.5) dan Chromas (versi 2.01). Hasil
sekuensing dibandingkan dengan sekuen fasta format dari wild type SNP 7X”
yang ada di gemebank (NCBI, 2012). Karena penelitian ini adalah analisa
komparatif numerik tidak berpasangan dan lebih dari dua kelompok maka uji
statistik yang digunakan adalah rwo by two table.

Uji homogenitas sebaran usia pada kedua kelompok menggunakan 7-Test,
sedangkan sebaran jenis kelamin menggunakan Mann-Whitney Test. Untuk
mengetahui apakah distribusi genotip pada SNP tersebut masih dalam HWE
(Hardy-Weinberg Equilibrium) dan tidak terdapat bias pada model genotip
dominan/resesif secara biologis (alami) atau kesalahan teknis (sequencing)
dilakukan perhitungan nilai P-Value dari HWE (Rodriguez, Gaunt, dan Day,
2009). Setelah didapatkan nilai kesetimbangan Hardy-Weinberg, maka
dilanjutkan dengan analisa two by two table yang menghitung nilai P-Value dari
perhitungan Pearson Chi-Square sebesar <0,05 untuk signifikansi secara statistik
dan perhitungan nilai Odds Ratio (OR) dengan interval kepercayaan 95% (CI
95%) pada untuk melihat apakah alel pada SNP ”X” memiliki asosiasi dengan
kerentanan terhadap CRC sporadik.

Perhitungan nilai HWE dilakukan dengan menggunakan tautan situs yang
disitasi oleh Rodriguez, Gaunt, dan Day (2009) dan dikonfirmasi dengan program
perhitungan di Microsoft Excel 2003. Perhitungan 7-Test, Mann-Whitney Test,
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nilai P-Value dari Pearson Chi-Square dan OR dilakukan dengan menggunakan
program PASW versi 18 dan dikonfirmasi dengan program Open Epi versi 2.3
(Dean, Sullivan, dan Soe, 2011) dan Epi Info versi 7 (CDC, 2012). Contoh

tabulasi dan perhitungan uji-uji di atas dapat dilihat pada Lampiran 9.
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BAB 4
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1. Desain Primer dan Optimasi PCR

Pada Lampiran 9 ditunjukkan empat pasang primer yang didesain untuk
amplifikasi dari SNP “X” yang berada di kromosom 15 dengan perbandingan nilai
energi bebasnya (AG). Nilai AG sangat menentukan kualitas primer yang didesain.
Semakin negatif nilai AG maka semakin mudah membentuk struktur homodimer,
heterodimer dan hairpin sehingga semakin jelek pula kualitas primer tersebut.
Analisa nilai AG dari ketiga struktur tersebut dilakukan pada situs /ntegrated DNA
Technologies, Inc (IDT) (IDT, 2011b).

Berdasarkan analisa keempat primer, primer nomor | dipilih sebagai
primer yang digunakan dalam PCR karena nilai AG pada struktur hairpin,
homodimer, dan heterodimer secara keseluruhan lebih positif dibandingkan
dengan ketiga primer lainnya.

Primer nomor 1 memiliki detil spesifikasi seperti yang ditunjukkan pada
lampiran 10. Primer 1 F (5’-CACAGTCTGCTCTTTGAAG G-3’) dan R (5’-
GGTTGAGGCTGGAAGTGAA G-3’) masing-masing memiliki panjang 20 pb,
dengan titik leleh; kandungan guanin dan sitosin; bobot molekul; berturut-turut
sebesar 60,4 dan 62,4 °C; 50 dan 55; dan 6108 dan 6302 Dalton. Untuk membuat
larutan stok dengan konsentrasi 100 uM pada primer F dan R masing-masing
ditambahkan dapar TE sebanyak 345 dan 302 pl dan dibagi rata ke dalam 5
tabung 1,5 ml baru dan disimpan dalam suhu -20°C (Lampiran 11).

Hasil optimasi annealing step di 8 titik suhu untuk proses PCR yaitu 55,0;
56,1; 58.,4; 60,2; 62,2; 65,2; 66,1, dan 67,0°C didapatkan hasil seperti yang terlihat
pada Gambar 4.1. Delapan optimasi yang terlihat pada gel elektroforesis, suhu
58,4; 60,2; 62,2 dan 67,0°C memberikan hasil PCR yang lebih baik dibanding
suhu pada nomor 1, 2, 3, dan 8 karena band yang dihasilkan lebih jelas. Namun,
suhu 62,2 °C dipilih sebagai suhu yang akan digunakan dalam proses PCR
selanjutnya. Hal ini didasarkan karena suhu tersebut masih dalam rentang titik

leleh yaitu 55-72°C dan suhunya lebih tinggi dibandingkan dua suhu lainnya yang
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dapat menghasilkan produk dan spesifisitas yang lebih baik (Weissensteiner,
Griffin, dan Griffin, 2004) (Gambar 4.1).

Ket: (1) suhu 55,0°C; (2) suhu 56,1 °C; (3) suhu 58,4 °C; (4) suhu 60,2 °C; (5) suhu 62,2 °C; (6)
suhu 65,2 °C; (7) suhu 66,1 °C; (8) suhu 67,0 °C; (9) ladder (marker)

Gambar 4.1. Gel elektroforesis hasil optimasi annealing step pada proses PCR

4.2. Sampel

Jumlah sampel darah kontrol yang ada di stok beku adalah 119 buah,
sedangkan sampel darah CRC adalah sebanyak 359 buah. Namun dari hasil
inklusi dan eksklusi data rekam medik, didapatkan 109 orang untuk kelompok
kontrol dari total 119 orang. Pada kelompok CRC didapatkan 174 orang dari 359
orang, dengan mengeksklusi sebanyak 185 orang. Keseluruhan alur proses
pemilihan sampel pada kelompok kontrol dan kelompok CRC dapat dilihat pada

Lampiran 12.

4.3. Desain Penelitian
Dengan memasukkan confidence level sebesar 95%, power sebesar 90%,

persentase SNP yang terekspos pada pasien sehat (kontrol) sebanyak 55% yang
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didapatkan dari data penelitian SNP “X” pada populasi Jepang dan Cina di
genebank dan nilai Odds Ratio sebesar 3 maka didapatkan perbandingan jumlah
sampel kasus dan kontrol seperti yang terdapat pada Gambar 4.2.

Dari Gambar 4.2 didapatkan 15 kombinasi jumlah kontrol (unexposed) dan
CRC (exposed) yang dapat digunakan dalam penelitian. Namun kombinasi jumlah
sampel yang dipilih adalah 1:1 untuk kontrol:CRC yaitu 109:109. Hal ini
dikarenakan nilai confidence level dan power berada pada nilai 95% yang
memberikan hasil penelitian yang valid dari perbandingan jumlah sampel tersebut,
karena semakin besar nilai power maka semakin kecil kesalahan tipe 2 (nilai )
atau positif palsu dan semakin kecil pula kesalahan tipe 1 (negatif palsu) (Bolton

S & Bon C, 2010).

Unmatched GCohort and Cross—Sectional Studies (Exposed and Monexposed>
Sample Sizes for 55.08 x Disease in Unexposed Group

Dizeasze Rizk Odds Sample Siz=e
Power Unex:zExp in Exposed Ratio Ratio Unexp. Exposed
78.88 1 7?8.57 = 1.43 3.8@ 78 78

il Change values for

inputs as desdired.
then press F4 to
recalculate.

Gambar 4.2. Pengkuran besaran sampel yang akan digunakan dalam penelitian

Berdasarkan nilai confidence level dan power di atas, maka jumlah sampel
untuk kelompok kontrol sudah sesuai yaitu 109 orang. Pada kelompok CRC,
untuk mengikutkan 109 orang dari 174 orang yang sudah terinklusi maka
dilakukan proportional stratified random sampling. Cara ini memungkinkan
untuk mendapatkan hasil yang presisi dalam pengambilan data (Hunt & Tyrrell,
2004; Bolton & Bon, 2010). Sampel sebanyak 174 orang tersebut di stratifikasi

berdasarkan usia yaitu rentang usia 30-40 tahun sebanyak 26 orang, rentang usia
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41-50 sebanyak 40 orang, rentang usia 51-60 sebanyak 48 orang, rentang usia 61-
70 sebanyak 46 orang, rentang usia 71-80 sebanyak 14 orang (Lampiran 12).

Dari masing-masing strata wusia, dipilih sejumlah sampel secara
proporsional dengan pengambilan secara acak. Proporsi ini diperoleh dengan

rumus (Hunt dan Tyrell, 2004):

X =(ﬁij
n @.1)

a= jumlah sampel pada setiap strata usia

Ket:

n= jumlah total keseluruhan sampel hasil inklusi

N=jumlah total sampel yang akan diikutkan dalam penelitian

Dari persamaan di atas didapatkan masing-masing jumlah sampel tiap
strata yang dapat diitkutkan dalam penelitian yaitu 16 orang pada rentang usia 30-
40 tahun, 25 orang pada rentang usia 41-50, 30 orang pada rentang usia 51-60, 29
orang pada rentang usia 61-70, dan 9 orang pada rentang usia 71-80 (Lampiran
12). Hasil kalkulasi perhitungan rumus di atas (4.1) pada masing-masing strata
dapat dilihat pada Lampiran 13.

Dari teknik proportional stratified random sampling untuk kelompok CRC
didapatkan rentang usia pada laki-laki adalah 30-75 tahun dengan rerata usia
53,93+12,94 tahun dan pada perempuan adalah 32-77 tahun dengan rerata usia
54,04+10,52 tahun. Rentang usia pada kelompok Kontrol adalah 19-70 tahun
dengan rerata usia 45,70+10,69 tahun pada laki-laki dan 19-68 tahun dengan
rerata usia 43,85+13,30 tahun pada permpuan. Rerata usia di kedua jenis kelamin
pada kelompok CRC sebesar 53,98+11,88 tahun, dan pada kelompok Kontrol
adalah 44,65+12,23 tahun. Berdasarkan perhitungan 7-Test (two-tailed, 99% CI),
didapatkan perbedaan yang sangat signifikan secara statistik antara kelompok
Kontrol dengan CRC yaitu dengan nilai P-Value sebesar 1,0 x 107 (Tabel 4.1)
Perbedaan ini akan mempengaruhi hasil perhitungan nilai P-Value dan Odds

Ratio pada genotip, sehingga perlu dilakukan penyesuaian (adjusted) dengan
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menghilangkan faktor usia dalam perhitungan tersebut dengan menggunakan

perhitungan binary logistic regression.

Tabel 4.1. Karakteristik sampel pada kelompok CRC dan Kontrol

Karakteristik Kelompok CRC Kelompok Kontrol
Jumlah 109 109
Usia (tahun)
Laki-laki (rentang; simpangan baku) 533,93 (30-75;12,94) 45,70 (19-70; 10.69)
Perempuan (rentang; simpangan baku) 54,04 (32-77; 10,52) 43,85 (19-68; 13.30)
Rata-rata keduanya (rentang; simpangan baku) 53,98 (30-77; 11,88) 44,65 (19-70; 12.23)
P-Value (T-Test, two-tailed, 99% CI) 1,0x 107

Jenis Kelamin (%)

Laki-laki 60 (55.05) 47 (43.12)
Perempan 49 (44,95) 62 (56,88)
P-Value (Non Parametric Test, Mann-Whitney Test) 0,079

Lokasi Tumor (%)

Kolon
Rektum 5(4,59) -
Kolorektal 104 (95,41)

Histopatologi (%)

Adenocarcinoma 312,758}
Moderately differentiated adenocareinoma 59 (54.13)
Poorly differentiated adenocarcinoma 18 (16.51) i
Well differentiated adenocarcinoma 29 (26,61)

Pada kelompok CRC, 49 orang berjenis kelamin perempuan dan 60 orang
berjenis kelamin laki-laki. Pada kelompok kontrol didapatkan 62 orang berjenis
kelamin perempuan dan 47 orang berjenis kelamin laki-laki. Hasil penghitungan
statistik untuk jenis kelamin pada kedua kelompok menggunakan Non Parametric
Test (Mann-Whitney Test) tidak didapatkan perbedaan secara signifikan, karena
nilai P-Value sebesar 0,079 (P-Value >0,05). Distribusi jenis kelamin, usia dan

hasil penghitungan statistik dapat dilihat pada Tabel 4.1.
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Tumor yang berada di kedua bagian yaitu kolon dan rektum pada
kelompok CRC sebanyak 104 (95,41%) orang, dan sisanya terdapat di rektum saja
yang berjumlah 5 (4,59%). Distribusi histopatologi pada kelompok CRC dari 109
sampel berturut-turut adalah sebanyak 59 (54,13%), 29 (26,61%), 18 (16,51%),
dan 3 (2,75%) orang untuk pasien dengan Moderately differentiated
adenocarcinoma, Well differentiated adenocarcinoma, Poorly differentiated

adenocarcinoma, dan Adenocarcinoma.

4.4. PCR, Gel Electrophoresis, dan Analisis Statistik

Hasil PCR yang divisualisasi melalui elektroforesis gel menggunakan suhu
annealing hasil optimasi yaitu sebesar 62,2°C. Suhu tersebut memberikan hasil
yang baik pada proses PCR yang ditunjukkan dengan band yang tebal di
elektroforesis gel (Lampiran 14). Tiga tipe genotip hasil sekuensing pada SNP
“X” dapat dilihat pada Lampiran 15. Perhitungan nilai HWE pada ketiga genotip
di kedua kelompok menunjukkan bahwa distribusi genotip masih berada dalam
HWE, karena nilai P-Value >0,05 (Tabel 4.2). Hasil perhitungan ini menunjukkan
tidak adanya bias pada sebaran genotip di kelompok Kontrol dan CRC.

Tabel 4.2. Nilai P-Value pada HWE

Kelompok Genotip Jumlah Total MAF = E-Faide
Observed Expected HWE
d b L1 . @303 11 9.991
CRC Gt 44 109 44 46.018 0.647
GG 54 G 0,697 54 52.99]
I 23 T 0417 23 18.993
Kontrol GT 45 109 45 53014 0.115
GG 41 G 0,583 41  36.993

Keterangan: Nilai y* pada interval kepercayaan 95%

Jika dalam perhitungan HWE di masing-masing kelompok dihasilkan nilai
P-Value < 0.05 berarti terdapat bias pada sebaran genotip, maka harus ada
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perhitungan lanjutan untuk mengkoreksi bias tersebut. Perhitungan tersebut adalah
Armitage’s trend test, yang diperkenalkan oleh Sasieni (1997), dan digunakan
oleh Holst et al. (2010) dalam penelitiannya untuk mengkoreksi bias sebaran
genotip. Perhitungan Armitage’s trend test yang digunakan pada penelitian
tersebut menggunakan program yang disebut dengan “DeFinetti” yang tersedia
secara online (http://ihg2.helmholtz-muenchen.de/cgi-bin/hw/hwa 1.pl) (Holst et
al., 2010).

Tabel 4.3. Nilai P-Value dan nilai OR pada genotip TT dan Non TT

, Ruw Adiusted*
Genotip  CRC Kontrol : y
P-Value OR (95% CI) P-Value OR (95% CI)
TT 1 23 1005 0420 (0,193 <OR<0S11) 0047 0431 (0,188 <OR< 0,988)
Non 1l 0¥ 26
To1al 109 109

Keterangan: " dikoreksi menggunakan perhitungan binary logistic regression

Hasil perhitungan total 218 sampel didapatkan nilai P-Value pada genotip
TT terhadap Non TT adalah sebesar 0,025 (P<0,05), yang signifikan secara
statistik menurunkan resiko terhadap CRC dengan nilai OR 0,420 (0,193 <OR<
0,911) (Tabel 4.3). Namun karena rerata usia yang sangat berbeda secara
signifikan antara kelompok CRC dan Kontrol seperti yang terlihat pada Tabel 4.1,
maka perlu dikoreksi dengan perhitungan binary logistic regression untuk
menghilangkan faktor usia yang mempengaruhi besaran nilai P-Value dan OR.
Hasil koreksi didapatkan nilai P-Value sebesar 0,047 yang tetap signifikan secara
statistik menurunkan resiko terhadap CRC sporadik dengan nilai OR 0,431 (0,188
<OR< 0,988). Hal ini berarti, seseorang yang memiliki genotip TT pada SNP “X”
dapat menurunkan kerentanan terhadap CRC sporadik, dengan nilai P-Value yang
hampir mendekati mendekati taraf signifikansi 0,05. Nilai P-Value yang
mendekati taraf signifikansi ini disebabkan karena adanya perbedaan usia yang
signifikan antara kelompok CRC dengan kelompok Kontrol, sehingga perlu

dikoreksi dengan perhitungan binary logistic regression. Disamping itu, metode
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sampling pada kelompok Kontrol lebih sederhana karena jumlah sampel
keseluruhan yang hanya berjumlah 119 orang. Dengan melalui proses inklusi dan
eksklusi saja, sudah didapatkan jumlah sampel yang diinginkan yaitu sebanyak
109 sampel. Jadi, proses samplingnya hanya bersifat quota sampling (Hunt &
Tyrrell, 2004). Untuk itu, dalam penelitian selanjutnya diperlukan sampel yang
lebih banyak khususnya pada kelompok Kontrol sehingga dapat diperoleh rerata
usia yang homogen dengan kelompok CRC. Jika rerata usia antara kedua
kelompok homogen, maka akan meningkatkan nilai signifikansi secara statistik,
karena tidak perlu lagi dikoreksi dengan perhitungan binary logistic regression.
Disamping itu, dengan jumlah sampel yang lebih banyak maka akan memperbaiki
metode sampling pada kelompok Kontrol.

Berbeda dengan kelompok CRC yang melibatkan proses sampling yang
lebih kompleks vyaitu proportional stratified random sampling, sehingga
keterwakilan sampel yang diperoleh lebih presisi (Bolton dan Bon, 2010). Hal
tersebut dimungkinkan untuk dilakukan, karena jumlah sampel kelompok CRC
setelah proses inklusi dan eksklusi melebihi jumlah yang diinginkan yaitu 174

orang dari target 109 orang.

Tabel 4.4. Nilai P-Value dan nilai OR pada genotip GT dan Non GT

Genotip CRC Kontrol P-Value OR (95% CI)

o ik i 0,890 0,963 (0,561 <OR< 1,652)
Non GT 65 64

Total 109 109

Nilai P-Value pada kelompok genotip GT terhadap Non GT sebesar 0,890
menunjukkan tidak adanya perbedaan secara nyata karena nilainya >0,05 (Tabel
4.4). Hal ini berarti bahwa seseorang yang memiliki genotip GT pada SNP “X”
tidak berasosiasi pada kerentanan terhadap CRC sporadik, walau memiliki nilai

OR sebesar 0,963 (0,561 <OR< 1,652).
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Nilai P-Value pada kelompok genotip GG terhadap Non GG sebesar 0,076
tidak signifikan secara statistik meningkatkan resiko terhadap CRC, walau dengan
nilai OR sebesar 1,628 (0,949 <OR< 2,793) (Tabel 4.5). Hal ini menunjukkan
bahwa seseorang yang memiliki genotip GG pada SNP “X” tidak memiliki
asosiasi meningkatkan resiko kerentanan terhadap CRC sporadik, walau nilainya
mendekati ambang batas signifikansi secara statistik dan nilai OR lebih besar dari
1. Nilai signifikansi akan diperoleh jika sampel yang digunakan lebih banyak,
baik pada kelompok Kontrol maupun CRC. Disamping itu, data rekam medik
yang lebih lengkap juga diperlukan untuk menganalisa lebih jauh faktor genetik
dengan pengaruh luar yang memiliki resiko terhadap CRC sporadik seperti pola
makan, gaya hidup yang meliputi data tentang kebiasaan merokok, konsumsi

alkohol, dan kebiasaan olahraga.

Tabel 4.5. Nilai P-Value dan nilai OR pada genotip GG dan Non GG

Genotip CRC Kontrol P-Falue OR (95% CI)

i, 5
e 22 X 0,076 1,628 (0,949 <OR< 2,793)
Non GG 55 68
Total 109 109

SNP “X” merupakan SNP baru yang ditemukan pada penelitian
pendahuluan dan belum pernah dilaporkan memiliki asosiasi dengan kerentanan
terhadap CRC sporadik dalam publikasi ilmiah sebelumnya. Studi lanjutan sangat
diperlukan untuk melihat pola variasi genetiknya di populasi lainnya di wilayah
Indonesia. Penemuan SNP ini tidak serta merta dapat dimanfaatkan untuk aplikasi
dalam kedokteran dan kesehatan. Satu hal yang harus dipahami bahwa
bagaimanapun juga, hasil GWAS bukan merupakan prediktor mutlak dari
penyakit karena faktor lingkungan turut berperan dalam perkembangan penyakit
kompleks seperti kanker. Untuk itu, wvariasi genetik seperti SNP hanya

memberikan kontribusi yang kecil untuk keseluruhan resiko pada seseorang,
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karena hanya berupa estimasi secara statistik (Norrgard, 2008). Sebagai contoh,
keterkaitan hubungan antara alel e4 dari gen apolipoprotein E (4poE) yang
ditemukan pada kromosom 19 dengan perkembangan penyakit Alzheimer.
Penelitian telah menunjukkan bahwa alel E4 dari ApoE secara signifikan
meningkatkan resiko seseorang terhadap penyakit Alzheimer, namun masih belum
jelas bagaimana ApoE mempengaruhi pembentukan plak pada otak, yang menjadi
ciri khas penyakit Alzheimer (National Institute on Aging, 2011).

Hal lain yang membuat suatu penyakit sulit untuk dimengerti
keterkaitannya dengan suatu SNP adalah jika SNP tersebut tidak berada di dalam
ekson suatu gen, melainkan di luar gen. Jika demikian maka diperlukan studi
lanjutan untuk memeriksa kemungkinan bahwa SNP ini berada di bagian
promoter atau enhancer yang mempengaruhi regulasi gen di dekatnya (Norrgard,
2008).

SNP “X” juga tidak berada pada gen, tetapi di luar gen. SNP “X”” berjarak
sekitar 2,5 kpb dari dari ujung 3’ gen ACTC1 yang berperan dalam kontraksi otot
jantung. Kelainan pada gen ini menyebabkan gangguan pada fungsi jantung
(Mattson et al., 2008; Morita e/ al., 2008). Sejauh ini belum ada publikasi ilniah
terkait asosiasi antara gen ACTCI dengan kerentanan terhadap CRC sporadik.
Gen lainnya yang terdekat dengan SNP “X” adalah GJD2, yang berjarak sekitar
31kpb dari ujung 5° GJD2. Sebelumnya, gen ini dinamakan dengan GJA9 (NCBI,
2012). Gen ini mengkode protein connexin 36 (Cx36) yang merupakan protein
gap junction yang membentuk connexon sebagai penghubung interselular.
Beberapa penelitian menemukan bahwa pada CRC, bagian promoter di gen ini
yang kaya akan sekuen GC sangat termetilasi (Borinstein ez al., 2010; Sirnes et al.,
2011). Bahkan komunikasi interselular yang memanfaatkan protein ini mengalami
penurunan ekspresi di CRC (Kanczuga-Koda et al., 2005; Kanczuga-Koda et al.,
2010). Untuk itu diperlukan studi lanjutan untuk melihat pengaruh SNP “X”
terhadap SNP yang ada di gen GJD2 atau pengaruh SNP “X” terhadap ekspresi
GJD?2 atau gen lainnya yang memiliki asosiasi dengan kerentanan terhadap CRC
sporadik.

Studi lanjutan tersebut adalah berupa pemetaan Linkage disequilibrium

(LD), yaitu asosiasi non acak antara satu alel dengan alel lain pada lokus yang
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berbeda yang dapat mengetahui bahwa mutasi pada seseorang yang didapat
melalui keturunan dikelilingi oleh alel lainnya di lokus terdekat, sehingga
mewakili haplotip dari wilayah kromosom leluhur dimana mutasi pertama kali
terjadi (Slatkin, 2008; Fareed dan Afzal, 2012). Dua situs polimorfik dikatakan di
dalam LD ketika alel spesifik mereka berasosiasi dalam suatu populasi (Fareed
dan Afzal, 2012). Tingginya nilai LD berarti bahwa alel-alel pada SNP hampir
selalu diwariskan bersama-sama, informasi mengenai alel dari satu SNP pada
seseorang sangat mudah diprediksi dari alel dari SNP lainnya pada kromosom
tersebut. Contoh pertama dari LD antara polimorfisme DNA dan mutasi yang
menyebabkan penyakit dijelaskan melalui hubungan antara alel dari RFLP pada
gen B-globin dan bentuk sel sabit pada hemoglobin (Kan dan Dozy, 1978).

Pemanfaatan profil genetik akan terus berkembang seiring dengan
berkembangnya pengetahuan dari para peneliti tentang interaksi faktor-faktor
genetik dan lingkungan yang berkontribusi pada pengembangan suatu penyakit
sehingga Personalized medical care akan menjadi sebuah keniscayaan (Norrgard,
2008). Penemuan beberapa SNP melalui GWAS telah dimanfaatkan bukan saja
untuk mendeteksi suatu penyakit, bahkan telah digunakan untuk tindakan
preventif dan kuratif pada dunia kedokteran dan kesehatan masa depan.

Ulasan yang dilaporkan oleh Fareed dan Afzal (2012) mengatakan bahwa
beberapa SNP telah ditemukan memiliki asosiasi yang kuat terhadap beberapa
penyakit diantaranya adalah SNP rs3077 di gen HLA-DPAI dan SNP rs9277535
di gen HLA-DPB]I pada Hepatitis B, SNP rs8099917 di gen /L28B pada Hepatitis
C, SNP 152523608 dan SNP rs2523590 di gen HLA-B pada HIV-1 dan AIDS,
SNP rs934734-A di gen SPRED?2 pada rheumatoid arthritis, SNP rs7025486-?
Di gen DAB2IP pada Penyakit Jantung Koroner, SNP rs10757278-G di gen
CDKN2A4/B pada penyakit Myocardial, SNP rs601338A>G di gen FUT-2 dan
SNP 1rs4402960-T di gen IGF2BP2 pada diabetes tipe-1 dan tipe-2, SNP
rs889312-A dig en MAP3K1 pada kanker payudara, dan SNP rs4324798-A di gen
TRNAA-UGC pada kanker paru-paru. Dalam ulasan tersebut disebutkan pula
beberapa kandidat gen yang menjadi target farmakogenomik beserta terapi obat

yang direkomendasikan.
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BAB S
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan

SNP “X” pada kromosom 15 berasosiasi dengan kerentanan terhadap CRC
sporadik. Seseorang yang memiliki genotip TT pada SNP “X” berasosiasi
menurunkan kerentanan terhadap CRC sporadik secara signifikan, walaupun
setelah dikoreksi dengan penghitungan statistik menggunakan binary logistic

regression.

5.2. Saran

Diperlukan studi lanjutan pada populasi lainnya di wilayah Indonesia
untuk pemetaan pola variasi genetik di SNP “X”, mengetahui pengaruh SNP “X”
di gen-gen terdekat yaitu ACTCI dan GJD2 yang berkontribusi terhadap CRC
sporadik. Diperlukan jumlah sampel yang lebih banyak, khususnya pada
kelompok Kontrol untuk mendapatkan rentang usia yang homogen dengan
kelompok CRC, sehingga tidak perlu dikoreksi dengan perhitungan binary logistic

regression.
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LAMPIRAN

Lampiran 1. Skematik penelitian CRC di MRIN

Pengumpulan Sampel CRC dan Kontrol (2006-2010)

l Tim Dokter Rumah Sakit

Penelitian Pendahuluan

l Karakterisasi SNP dan CNV

Validasi SNP Terpilih

l SNP X" pada Kromosom 15

Penentuan Besaran Sampel dan Kriteria Inklusi/
Eksklusi Sampel dalam Penelitian

l Epi [nfo, Statistik

Pra Penelitian

Desain primer, preparasi
bahan, optimasi suhu
annealing pada PCR.

Tahap Penelitian

Keterangan: Kotak berwarna biru menandakan cakupan yang dilakukan dalam tesis ini. Sedangkan

tahap yang berada di Iuar kotak biru merupakan bagian dari penelitian pendahuluan
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Lampiran 2. Panduan skrining

Onset (age,
Risk Procedure years) Frequency
I. Low or average: Digital rectal exam 50 Yearly
65-75% and one of the
following:
A. Asymptomatic: no Fecal occult blood 50 FOBTyearly,
risk factors testing and flex- flex-sig
ible sigmoidos- every 3
copy years
B. Colorectal cancer  Total colon exam 50 Every 5-10
in no first-degree (colonoscopy or years

double conlrast
barium enema
and proctosig-
moidoscopy

relatives

I1. Moderate risk:
20%-30% of people
A. Colorectal cancer in Colonoscopy
first-degree relative,
age 55 or younger,
or two or more first-
degree relatives of
any age

B. Colorectal cancer  Colonoscopy
in a first-degree
relative older than
age 55

C. Personal history Colonoscopy

of large (>1 em) or
multiple colorectal
polyps of any size

D. Personal history of Colonoscopy
colorectal malig-
nancy, surveillance
after resection for
curative intent

40 or 10 years
before the
youngest case
in the family,
whichever is
carlier

50 or 10 years
before the age
of the case,
whichever is
earlier

| year after
polypectomy

1 year after
resection

Every 3 years

Every 5-10
years

[f recurrent

polyps. |
year

[f normal, 5
yedrs

[f normal, 2
years

[f still
normal, 5
years

[f abnormal,
as above
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Lampiran 2. Panduan skrining (lanjutan)

69

Onset (age,

Risk Procedure years) Frequency
I11. High risk (6-8% of
people)
A. Family history of  Flexible sigmoidos- 12-14 (puberty) Every 1-2
hereditary adenoma-  copy; consider years

tous polyposis genetic coun-
seling; consider
genetic testing

B. Family history of ~ Colonoscopy; 2140
hereditary nonpoly- consider genetic
posis colon cancer counseling;
consider genetic
testing
40
C. Inflammatory bowel
disease
1. Left-side colitis Colonoscopy I5th
2. Pancolitis Colonoscopy 8th

Every 2 years

Every years

Every 1-2
years
Every 1-2

years

FOBT (Fecal Occult Blood Testing); Flex-sig (flexible sigmoidoscopy).

(Sumber: Beck et al., 2009)
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Lampiran 4. Sekuen referensi SNP “X” di kromosom 15

TCACATGGCCATCAGTCCAACCCTCTGTTGATTGTTCTCACCTGTATTATGTGTGGGAGCACACAC
TCACATGCACACACATAGCTGCTGCTCCTCCTGCCCACACCACGACTCTCTGTAATTTGTCTTCCA
GGTCTCCAAGAAAGAGACTTTGTGTTCCTCTTTGCCTTCCTTTACATCCTGTTATAAATGCCCTTT
AATTTTTTTCTTCCCACTGAGCTTTCTATTCCTTCATTTTTCCTATTCATTTTTCCTATTCTCAAG
AGAAACTCAATGTAGAGAAACCATAACAATGTGATTTGAAGAGACTTCCGTAGCCCACCTCTGCCC
CTCTCCAACACCTCCCAACCCAGCCTCCAAAGTTCATGCTAAAAAGAAAGAAATGGGGACGGAAGG
AAAGTAAACTTAATTGAATAATTCAGCTCATACTGGGCATGGTGCTGAGTATCTTAAGCACATTTT
GTTCCATTCTCATGACAACTCTGAGAACACGATTTTAGTTAGCCCTTCTTTCCTGAAGAAGCTAGG
TGATTTACTTAAAGACCACTCAACTCATCAGTGGCAGAGCTAGGATTTAAACTCAAATCTTTTTGA
CCCGAAGCCCATGCAACATCAATCCTTTGGGCTAGTCTAATAAGAAACTATATGTAGAAAACTTTG
GTTAAATTATGCTTGTGTTCTCTGGCAGGGAGATCTGTTCGAGCGTTCCCTTGGGAACATAGTTTA
GGTAAGAGATTGCTTAATTGGcacagtctgctctttgaaggATGCAGGTAAAAGATGGATGATAAG
GTTTGAATCTGTGTCCCCACCAAATCTTATGTTGAATTGTAATCCCTAATGTTGGAGGGCCTGGTG
GGAGGTGATTTGATCATGGAGGTGAATTTCTCATGAATGGTTTGGCACCATCCCCTTGGTACTGTC
CTCACGTTAGTGACTGAGTTCTCATGAGATCTAGTCATTTAAAAGTGTGTGGCATCTCCCTGCCCC
TAGCTCCTGCTCCCACCATGTGAGATGCCTCACTCCCCCTTTGCCTTCTGTCATGATTGGAAGCTT
CCTGAGGCCTCCTCAGAAGCAGAAGCTACTATGCTTCTTTTACAGCCTGCAGAACCATGAGCCAAT
CaAGTATCTTTTCTTTATAAAATACCCAGTCTCAGGTATTTCTTTTTAACAATGTGAGAATGGACT
AATACAACAGGTAAGTTTCAATCTGTGACTGGAGTGACAGGGAGAATGTCCGAGATGGCCAGCATT
TTGTGGAAGACACTGGAAAAGACGACTAAAGTGTACATCCTAGAGTTCAAGAGGCTTTAGGAAAAT
TTCACTATTTCGCCTAAGGCAGAGCTGCTCTTAAACTTCCTACATGATGCCTGTTTTTTCATATCC
TGACCTCCATGATGCCTCCAGGCCACTTGCAGTAATAGTTCCAAAGTTCCCCAAGTCATCTTCCTG
TGTTAAACGCTTACCCTGTTGACCCAATTCCTTGCTTACAATTGACTCTAGAGTTTGCTTCTTATC
TACTATTTAAGCCCTGTTTTAATTCTGCTTTACTTCAGCCTTCCCTTGGGGTAGTTTTCTTTCTGT
CTCCCCTCTTTAGTCATGACTTCCATGGAAGTTACAGTAAAACAATGCAGGAAAATAAGCAGACAA
TGATGCTGAAGGACATGCAGGCCACCCCTACTTAACTCTCAGCTGACCCAGCTCCCettc tcc

jcctcaaccAGGGAGGGGAGGGGGCCCAGAACCACAAGAACTCAGAGAACTATAGTTGAACTGAA
GCTCTTTATCCTCCGAGTCAACCTTTCTTGCATCTGCTGCACCCAGGGCTAATGAATGAACTTCAA
AGAACGTCTTCAAACATCAAGTTCATCAGTGACCAGAGGTGTACTTTTGCAACCTCTCCAGGAGCT
TTGTTTTGGATGTCTTCCTACCATGAGTTTAGTTACCATAGCAACAGCCAGAGAAGCTCTGCCTGG
AAGAGAGATTTCTTGTATAATGAGCCTGGAAGACCTTAAGGTGAATAGACAACTTTTGCTGTTTTA
G

Ket:

Panjang sekuen referensi adalah 2047pb, sedangkan ukuran produk PCR adalah 979pb
Sekuen berwarna merah yang diapit oleh warna biru merupakan posisi SNP

Sekuen berwarna hijau tua yang digarisbawahi merupakan Left primer

Sekuen berwarna hijau tua yang digarisbawahi merupakan Right primer
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Lampiran 5. Kartu insiden

72

Colorectal Incidence Card

Widow!Divorce

C No

Registration Number : 08. 20. Date: _ _ / /2008
Medical Record Number :

Hospital .

1. Name: T O Male [0 Female

3. Date of Birth: _ /[ 4. Age: Years

5. Marital Status © [ gingle. 1 Married or 6. Smoke ' MY¥es 7. Alcohol : MYes

No

Mot sure

Telephone No :

8. Ethnic : 9. Diet: r1 High in red meat 11 High in vegetable |
10. Address : 11. Mobile Phone Number :

Street 12. Type of Sample :

No: R RW I Blood Tims:o .
SubDistrict District : [ Urine Time :

City : Post Code : 1 Tissue Tikae = o

Page 1 from2

Next Page &

Colorectal Incidence Card

13. Diagnosis Result:

14. Diagnosis According

] Colorectal Cancer

O Ceolon C Rectal O Appendix

[ Non-cancercus Colorectal Disease [ Adenomatous polyps [ Ulcerative Colitis

[ Regional Enteritis

[ Colonoscopy

O sigmoidescopy

[] Cthers, Specify:

[ Biopsy [JFecal Occult Blood Test
O Others, Specify:

15. Stage of CRC ; [] Dukes' system LD S D
] TNM system nTO nTis mT1 nT2 nT3 oT4
nNO N1 N2 nMO M1

16. Family History of Colorectal Cancer [ Yes If Yes,what relation: [ Grand Parent

[ Na O Parent ] Sibling
17. Drug or Treatment
18. Notes :

Sign
Doctor

Page 2 from 2 { Name )
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Lampiran 6. Tahapan isolasi DNA dengan protokol putar (spin protocol)

menggunakan Qiaamp DNA blood mini kit (Qiagen)

Blood and Body Fluid Spin Protocol

Notes:

Equilibrate samples to room temperature.

Heat a water bath or heating block to 56°C for use in step 4.

Equilibrate Buffer AE or water to room temperature for elution in step 10.
Ensure that Buffer AWI, Buffer AW2, and QIAGEN Protease have been
prepared according to the instructions on page 24.

If a precipitate has formed in Buffer AL, dissolve by incubating at 56°C.

All centrifugation steps should be carried out at room temperature.

Use carrier DNA if the sample contains <10,000 genome equivalents (see
page 9).

200 ul of whole blood yields 3—12 ug of DNA. Preparation of buffy coat (see
page 29) is recommended if a higher yield is required.

Pipet 20 ul QIAGEN Protease (or Proteinase K) into the bottom of a 1.5 ml
microcentrifuge tube.

Add 200 ul sample to the microcentrifuge tube. Use up to 200 ul whole blood,
plasma, serum, buffy coat, or body fluids, or up to 5 x 1 0° Ilymphocytes in
200 ul PBS.

If the sample volume is less than 200 ul, add the appropriate volume of PBS.
OlAamp spin columns copurify RNA and DNA when both are present in the
sample. RNA may inhibit some downstream enzymatic reactions, but not the
PCR itself. If RNA-free genomic DNA is required, 4 ul of an RNase A stock
solution (100 mg/ml) should be added to the sample before addition of Buffer
AL.

Note: 1t is possible to add QIAGEN Protease (or Proteinase K) to samples
that have already been dispensed into microcentrifuge tubes. In this case it is
important to ensure proper mixing after adding the enzyme.

Add 200 ul Buffer AL to the sample. Mix by pulse-vortexing for 15 s.

In order to ensure efficient lysis, it is essential that the sample and Buffer AL
are mixed thoroughly to yield a homogeneous solution. If the sample volume is
larger than 200 ul, increase the amount of QIAGEN Protease (or Proteinase
K) and Buffer AL proportionally; e.g., a 400 ul sample will require 40 ul
QIAGEN Protease (or Proteinase K) and 400 ul Buffer AL. If sample volumes
larger than 400 ul are required, use of QlAamp DNA Blood Midi or Maxi
columns is recommended; these can process up to 2 ml or up to 10 ml of
sample, respectively.

Note: Do not add QIAGEN Protease or Proteinase K directly to Buffer AL.
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Lampiran 6. (lanjutan)

4. Incubate at 56°C for 10 min.

DNA yield reaches a maximum after lysis for 10 min at 56°C. Longer
incubation times have no effect on yield or quality of the purified DNA.

5. Briefly centrifuge the 1.5 ml microcentrifuge tube to remove drops from the
inside of the lid. 6.

6. Add 200 ul ethanol (96—100%) to the sample, and mix again by pulse-
vortexing for 15 s. After mixing, briefly centrifuge the 1.5 ml
microcentrifuge tube to remove drops from the inside of the lid.

If the sample volume is greater than 200 ul, increase the amount of alcohol
proportionally, e.g., a 400 ul sample will require 400 ul of alcohol.

7. Carefully apply the mixture from step 6 to the QlAamp spin column (in a 2
ml collection tube) without wetting the rim, close the cap, and centrifuge at
6000 x g (8000 rpm) for 1 min. Place the QIAamp spin column in a clean 2
ml collection tube (provided), and discard the tube containing the filtrate.
Close each spin column in order to avoid aerosol formation during
centrifugation. Centrifugation is performed at 6000 x g (5000 rpm) in order to
reduce noise. Centrifugation at full speed will not affect the yield or purity of
the DNA. If the lysate has not completely passed through the column after
centrifugation, centrifuge again at higher speed until the QlAamp spin column
is empty.

Note: When preparing DNA from buffy coat or lymphocytes, centrifugation at
full speed is recommended to avoid clogging.

8. Carefully open the QlAamp spin column and add 500 ul Buffer AWI1
without wetting the rim. Close the cap and centrifuge at 6000 x g (8000 rpm)
for I min. Place the QIAamp spin column in a clean 2 ml collection tube
(provided), and discard the collection tube containing the filtrate.

It is not necessary to increase the volume of Buffer AW1 if the original sample
volume is larger than 200 ul.

9. Carefully open the QlAamp spin column and add 500 ul Buffer AW2

without wetting the rim. Close the cap and centrifuge at full speed (20,000 x
2; 14,000 rpm) for 3 min. Continue directly with step 10, or to eliminate any
chance of possible Buffer AW?2 carryover, perform step 9a, and then
continue with step 10.
Note: Residual Buffer AW2 in the eluate may cause problems in downstream
applications. Some centrifuge rotors may vibrate upon deceleration, resulting
in the flow-through, which contains Buffer AW2, contacting the QlAamp spin
column. Removing the QlAamp spin column and collection tube from the rotor
may also cause flow-through to come into contact with the QIAamp spin
column. In these cases, the optional step 9a should be performed.

9a. (Optional): Place the QlAamp spin column in a new 2 ml collection tube
(not provided) and discard the collection tube with the filtrate. Centrifuge at
full speed for 1 min.
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Lampiran 6. (lanjutan)

10. Place the QIAamp spin column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube (not
provided), and discard the collection tube containing the filtrate. Carefully
open the QlAamp spin column and add 200 ul Buffer AE or distilled water.
Incubate at room temperature for 1 min, and then centrifuge at 6000 x g
(8000 rpm) for 1 min.

Incubating the QlAamp spin column loaded with Buffer AE or water for 5 min
at room temperature before centrifugation generally increases DNA yield.

A second elution step with a further 200 ul Buffer AE will increase yields by
up to 15%. Volumes of more than 200 ul should not be eluted into a 1.5 ml
microcentrifuge tube because the spin column will come into contact with the
eluate, leading to possible aerosol formation during centrifugation.

Elution with volumes of less than 200 ul increases the final DNA
concentration in the eluate significantly, but slightly reduces the overall DNA
yield (see Table 3, page 16). For samples containing less than 1 ug of DNA,
elution in 50 ul Buffer AE

or water is recommended. Eluting with 2 x 100 ul instead of 1 x 200 ul does
not

increase elution efficiency.

For long-term storage of DNA, eluting in Buffer AE and storing at —20°C is
recommended, since DNA stored in water is subject to acid hydrolysis.

A 200 ul sample of whole human blood (=5 x 10° leukocytes/ml) typically
vields 6 ug of DNA in 200 ul water (30 ng/ul) with an A 260/A280 ratio of
1.7-1.9.
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Lampiran 7. Tahapan purifikasi menggunakan multi screen PCRy; filter

plate

1. Sebelum plate digunakan, terlebih dahulu dilakukan pengujian ada tidaknya
kebocoran dengan memipet air destilat ke masing-masing sumuran sebanyak
100 pul dan divakum dengan mengatur tekanan mesin vakum pada rentang -10
sampai dengan -15 inchi Hg

2. Selanjutnya air destilat (dH2O0) dimasukkan sebanyak 100 ul ke dalam
masing-masing sumuran sampel hasil PCR

3. Sampel yang telah ditambahkan dH,O kemudian diresuspensi dan
dipindahkan ke milipore plate kemudian jalankan proses vakum dan tunggu
hingga kering (indikasi warna agak gelap)

4. Sebanyak 160 pl dH,O ditambahkan ke dalam masing-masing sumuran
kemudian shaking dengan kecepatan 200 rpm selama 3 menit dan setelah itu
dilakukan proses vakum kembali

5. Setelah kering ulangi proses tersebut, kemudian sebanyak 25 pl air bidestilat
(ddH»0) ditambahkan ke dalam masing-masing sumuran dan shaking dengan
kecepatan 200 rpm selama 15 menit.

6. Setelah proses shaking selesai, sampel dari milipore plate dipindahkan ke
plate reaksi yang baru kemudian disegel dengan alumunium foil, dispindown
dengan kecepatan 180 x g selama 10 detik dan diimpan pada suhu -20°C atau

langsung digunakan dalam tahapan cycle sequencing.
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Lampiran 8. Presipitasi EDTA/ etanol

1. Sebanyak 5 ul EDTA 125 mM dan 10 pl air destilat ditambahkan ke dalam
masing-masing sumuran dalam plate

2. Sebanyak 68 pl etanol 96% dipipet ke dalam masing-masing sumuran, dan
ditutup dengan penutup khusus (MicroAmp ')

3. Sampel yang sudah ditambahkan EDTA dan etanol tersebut dihomogenkan
dengan baik, kemudian disimpan dalam suhu ruang selama 15 menit

4. Sampel dalam plate disentrifugasi dengan kecepatan 3000 x g, pada suhu 4°C
selama 35 menit, penutup sumuran dibuja dan dibalikkan posisinya kemudian
disentrifugasi dengan kecepatan 180 x g untuk membuang supernatan

5. Sebanyak 103 pl etanol 70% ditambahkan pada masing-masing sumuran dan
tutup sumuran kemudian homogenkan dengan vortex, kemudian sampel
disentrifugasi dengan kecepatan 3000 x g, pada suhu 4°C selama 20 menit

6. Penutup sumuran dibuka dan dibalikkan posisinya kemudian sentrifugasi
dengan kecepatan 180 x g wuntuk membuang supernatan, kemudian
dikeringkan dalam oven pada suhu 60 °C selama 10 menit untuk
menghilangkan sisa etanol

7. Sementara itu larutan stok beku Hi-Di Formamide dicairkan dan diresuspensi
ke dalam masing-masing sumuran sebanyak 15 pl, dan disentrifugasi dengan
kecepatan 180 x g untuk menghomogenkan dan menurunkan sisa cairan yang
menempel pada bagian atas tabung

8. Sampel didiamkan dalam lemari pendingin dengan suhu 4°C selama 10 menit,
kemudian didenaturasi pada suhu 95°C selama 5 menit dan segera didinginkan

dalam es selama 15 menit, dan sampel siap untuk disekuensing
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Lampiran 9. Contoh tabulasi dan perhitungan Chi-Square Test, Odds Ratio,

dan HWE

1. Contoh Rumus Penghitungan Chi-Square Test

Observed
Genotype

Malignansi

CRC Kontrol

Total

Expected
Genotype

Malignansi

CRC

Kontrol

Total

AA

a b

atb

AA

f

g

f+g

Non AA

C d

ctd

Non AA

h

i

h+i

Total

atc b+d

at+b+c+d

Total

f+h

gt+i

ftg+h+i

Keterangan:

f= (atb)-g
g= ((at+b)*(b+d)/(atb+c+d)
h= (a+c)-f
i= (b+d)-g

2
Rumus Pearson y *:

W i

Keterangan:

O= Observed genotype
E= Expected genotype

2. Contoh Rumus Perhitungan Odds Ratio

Malignansi
CRC Kontrol
AA a b
Non AA c d

Genotype

(1)

)
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Lampiran 9. (lanjutan)

3. Contoh Rumus Perhitungan Nilai HWE

79

Kelompok | Genotip | Frek MAF HWE L p-Value
Observed | Expected HWE

Control 11 a 1 e a g
12 b b h J k
22 c 2 f c i

CRC 11 a 1 e a g
12 |b b h J k
22 c 2 f € i

Keterangan:

d = atbtc

e = ((a*2) +b)/(d*2)

f = 1d

g = (99"2%d

h = 2%e*f*d

i = (fr2xd

j = ((a-g)*(a-g)/gH(b-h)*(b-h)/h+(c-i)*(c-1)/i)

k = CHIDIST(j,1 (derajat bebas))
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Lampiran 12. Alur proses pemilihan sampel pada kelompok kontrol dan

kelompok CRC

Sampel

l

Kelompok Kontrol
(119 orang)

Eksklusi
(10 orang)

Kelompok Kontrol
(109 orang)

l

Kelompok CRC
(359 orang)

Eksklusi
(185 orang)

Kelompok CRC
(174 orang)

Stratifikasi berdasarkan usia

v

A 4

A 4 \ 4

30-40 41-50
tahun tahun
(26 orang) (40 orang)

51-60
tahun
(48 orang)

61-70 71-80
tahun tahun
(46 orang) (14 orang)

Proportional random sampling

v

|

|

|

(16 orang)

(25 orang)

(30 orang)

(29 orang)

(9 orang)

v

Total jumlah kelompok CRC (109 orang)
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Lampiran 13. Perhitungan jumlah sampel dalam masing-masing strata yang
diambil secara proporsional

Pengambilan sampel secara proporsional menggunakan rumus:

o

Ket:
a= jumlah sampel pada setiap strata usia
n= jumlah total keseluruhan sampel hasil inklusi

N=jumlah total sampel yang akan diikutkan dalam penelitian

Jadi, masing-masing strata diperoleh jumlah sampel sebagai berikut:

a. Strata 30-40 tahun
X = ﬁ x109 =16,3~16
174
b. Strata 41-50 tahun
X = ﬂ x109 =25,1 = 25
174
c. Strata 51-60 tahun
X = ﬁ x109 =30,1~30
174
d. Strata 61-70 tahun
X = ﬂ x109 =288 = 29
174
e. Strata 71-80 tahun

x=[ 2 ]x109=87~9
174

Universitas Indonesia

Asosiasi single..., Pendrianto, Program Studi llmu Kefarmasian, 2012



84

Lampiran 14. Elektroforesis gel hasil PCR pada kelompok Kontrol dan CRC

Kontrol

D83 845855678910 11121314 155168k

-1'\----—---1.-“—- 1kb

N

CRC
1 "2 WS .6 7 89 T1040T 12 13 .1-4iS¥T6 517

-
L

9 PN oo eu gy 0T B o e S gEy Sy P ! 1kb

Ket: Urutan penomoran sampel
Kontrol : (1) C003; (2) CO11; (3) CO15; (4) CO18; (5) C052; (6) C053; (7) C054; (8) CO56; (9)
C057; (10) CO058; (11) C059; (12) C060; (13) CO61; (14) C062; (15) Kontrol positif;

CRC

(16) Kontrol negatif; (17) Ladder (marker)

: (1) CRC 089; (2) CRC 093; (3) CRC 111; (4) CRC 115; (5) CRC 116; (6) CRC 118;
(7) CRC 119; (8) CRC 121; (9) CRC 122; (10) CRC 140; (11) CRC 144; (12) CRC
148; (13) CRC 150; (14) CRC 152 ; (15) Kontrol positif; (16) Kontrol negatif; (17)

Ladder (marker)
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Lampiran 15. Elektroferogram hasil sekuensing pada tiga genotip

Genotip GG
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