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ABSTRAK

Nama : Rini Agustien Tandjung
Program Studi : Magister Ilmu Biomedik Kekhususan Onkologi
Judul : Hubungan Metilasi dan Ekspresi gen WRN pada pasien

kanker payudara di Rumah Sakit Kanker Dharmais

Latar Belakang: Akhir-akhir ini peristiwa epigenetik turut berperan menjadi
penyebab keganasan. Peristiwa epigenetik meliputi metilasi DNA dan modifikasi
histon. Gen penekan tumor adalah salah satu golongan gen yang merupakan target
utama kerusakan DNA. Contohnya gen penckan tumor dapat tidak berfungsi
karena termutasi, termetilasi dan mengalami LOH (Loss of heterozygosity), gen
WRN adalah termasuk gen penekan tumor. Gen WRN termutasi pada penyakit
Werner Syndrome, gen WRN yang terletak pada kromosom 8p 11.2-12 sering
mengalami LOH dan pada lokus genetik ini terdapat pada pasien usia muda
kanker payudara, laporan terakhir menyatakan bahwa gen WRN dapat mengalami
metilasi, semua kejadian pada gen WRN tersebut dapat mengarah ke kanker.
Tujuan: Penelitian ini untuk mengetahui karakteristik status gen WRN yang
termetilasi pada pasien kanker payudara di Rumah sakit Kanker Dharmais dan
hubungan gen WRN yang termetilasi tersebut dengan eksprest mRNA nya.
Desain: Analitik.

Metode: Jaringan segar kanker payudara di isolasi sehingga didapat DNA dan
RNA. Untuk mengecek kualitas DNA yang didapat dilaknkan PCR konvensional
dengan primer Interferon-Gamma. Dilanjutkan perlakuvan sodium bisulfit, untuk
mengkonversi sitosin yang tidak termetilasi menjadi urasil sedangkan sitosin yang
termetilasi tetap menjadi sitosin. Primer myod-1 untuk megecek hasil perlakuan
sodium bisuifit kemudian dilakukan teknik MSP dengan masing-masing Primer
metilasi dan Primer tidak metilasi. RNA yang didapat di reverse transcriptase
menjadi cDNA kemudian di perlakukan bersama cDNA B-actin diperiksa dengan
Real Time PCR. Uji Mann- Whitney U dipakai untuk menguji hubungan antara
gen WRN yang termetilasi dengan ekspresi mRNA dan uji Fisher untuk menguji
hubungan antara gen WRN yang termetilasi dengan data klinik meliputi usia
penderita, hasil pemeriksaan Immunohistokimia (ER, PR, Her2, p53) dan TNM.
Hasil: Gen WRN yang termetilasi sebanyak 9 sampel dari 60 sampel (15%).
Ekspresi mRNA yang dapat dinilai datanya sebanyak 49 sampel dari 60 sampel
(81,67%) dan Rasio ekspresi WRN terhadap B-actin sekitar 0,00 hingga 27,75.
Kesimpulan: Tidak ada hubungan antara gen WRN yang termetilasi dengan
ekspresi mRNA dengan P = (,61 dan tidak ada hubungan antara gen yang
termetilasi dengan data klinik yang terdiri dari hasil pemeriksaan ER, PR, Her2,
Triple negatif, p53, dan TNM, tapi ada hubungan yang signifikan antara usia

penderita yang muda (dibawah dan sama dengan 40 tahun) dengan gen WRN yang
termetilasi dengan P = 0,02.

Kata kunci:

kanker payudara, metilasi DNA  promoter, ekspresi gen WRN
Viti Universitas [ndonesia
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ABSTRACT

Name : Rini Agustien Tandjung
Study Program: Master of Biomedical Sciences Oncology Specialty
Title : Relationship between Methylation and Expression of WRN gene

in breast cancer patients at the Dharmais National Cancer Hospital

Background: Epigenetic events including DNA methylation and histone
modifications contribute to the cause of malignancy. Tumor suppressor genes
belong to class of genes which may be subjected to DNA damage or modification.
For instance, tumor suppressor gene may be inactivated by mutation, methylation
and LOH ( Loss of heterozigosity), the WRN gene is an example of tumor
suppressor gene. Mutated in the premature aging Wemer syndrome, WRN gene is
located on chromosome 8p 11.2-12. Futhermore, LOH in this genetic locus is
found in a subset of early onset breast cancer patients. Recent report also indicated
that WRN gene may be susceptible to methylation, These data suggest that WRN
gene inactivation may lead to cancer.

Objective : This study aims to examine the characteristic of a methylation status
of WRN gene in breast cancer patients at Dharmais National Cancer Hospital and
the relationship between WRN gene methylation with its mRNA expression.
Design: Analytical.

Methods: DNA and RNA were isolated from archieved frozen breast cancer
tissue sample. DNA quality was checked by PCR amplification of Interferon-
gamma gene. To determine promoter methylation, DNA was treated with bisulfite
to distinguish methylated cytosine from unmethylatated ones. The quality of
converted DNA was determined by amplification of Myod-1 locus with contain
cytosine rich sequences that are susceptible to uracil conversion upon bisulfite
treatment. Subsequently, WRN methylation was determined using Methylation
Specific PCR (MSP) using 2 set of primers recognizing either methylated or
unmethylated WRN sequence. WRN expression was determined by the level of
¢DNA upon conversion of total, RNA using reverse transcriptase. Expression of
WRN was calibrated to B-actin expression using Real-Time PCR and Pffafl
method. Mann-Whitney U test was used to examine the relationship between
WRN gene methylation and its mRNA expression. Fisher test was used to
examine the relationship between WRN gene methylation status with clinical data
include age, Immunchistokimia test (ER,PR,Her2,p53) and TNM.

Results: WRN gene is methylated in nine samples out of 60 samples (15%).
mRNA expression data was assessed from 49 samples out of 60 samples only
(81,67%). Although there is a trend of mRNA silencing in methylated WRN gene,
the relationship does not reach statistical significance. WRN expression ratio of
B- actin around 0,00 to 27,75

Conclusion: There is no relationship between the WRN gene methylation and
mRNA expression, P = 0.61 and no relationship between the WRN genc
methylated with clinical data that consists of ER, PR, Her2, Triple negative, p353,

and TNM. Interestingly, WRN methylation was found more frequently in early
onset breast cancer patients, P = 0,02,

Keywords: Breast cancer, DNA methylation promoter, WRN gene expression.

ix Universitas Indonesia
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BAB1

PENDAHULUAN

1.1. Latar Belakang

Kanker payudara merupakan jenis kanker terbanyak diderita oleh
perempuan di dunia menurut data WHO pada tahun 2002 dan merupakan penyebab
kematian pertama pada perempuan di Indonesia pada tahun 2005." Jumlah kasus
kanker payudara pada perempuan menunjukkan peningkatan setiap tahunnya. Di
selureh dunia angka kejadian kanker payudara terus meningkat. Pada negara-negara
besar mempunyai banyak kasus kanker payudara tetapi tidak selalu merupakan kasus
tertinggi atau terbanyak dari selurubh keganasan. Di dunia kasus kanker payudara
merupakan penyebab kematian terbanyak pada wanita.®® Pada pria angka kejadian
kanker payudara adalah satu diantara 1000 orang pria dari semua jenis kasus kanker
payudara.*>® Frekwensi terjadinya kanker payudara pada wanita dapat 100 kali dari
pada pria.s’6 Di Indonesia diperkirakan angka kejadian kanker payudara lebih dari 26
orang per 100.000 penduduk dan kanker payudara menempati posisi kedua setelah
kanker leher mulut rahim.” Data Bidang Rekam Medis di Rumah Sakit Kanker
Dharmais menunjukkan bahwa sejak tahun 1993 hingga tahun 2009, kanker
payudara selalu menempati peringkat pertama dan 10 besar jenis kanker yang ada di
RSKD per tahun.® dan yang lebih mengkhawatirkan adalah penderitanya semakin
banyak adalah wanita usia muda

Dari beberapa macam resiko yang berkaitan dengan terjadinya kanker
payudara, salah satunya adalah karena faktor keturunan dan disamping itu juga ada
peristiwa epigenetik yang berkaitan dengan terjadinya kanker payudara, peristiwa
epigenetik adalah peristiwa metilasi DNA dan modifikasi histone.>'® Epigenetik
adalah salah satu mekanisme penghambatan tanpa merubah sekuens DNA (non-
mutasi} terhadap proses transkripsi tapi dapat mengakibatkan hilangnya atau
berkurangnya ekspresi dari golongan gen-gen tertentu seperti gen penekan tumor
yang berperan untuk menghambat terjadinya kanker.” Peristiwa metilasi DNA adalah

satu peristiwa modifikasi pada eukariote,'’ peristiwa ini berguna untuk kehidupan,
1 Universitas indonesia
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contoh peristiwa epigenetik pada biologi eukariote adalah differensiasi sel pada masa
embrio’! tetapi perubahan metilasi sering berhubungan dengan penyakit. !*'?

Gen penekan tumor adalah gen yang melindungi sel dengan cara mengatur
kapan sel tersebut dapat membelah atau memperbanyak dini, memperbaiki kerusakan
DNA dan menginduksi terjadinya apoptosis.”® Produk gen penekan tumor, pada
umumnya memberikan sinyal untuk menghambat pertumbuhan (mitosis) yang
abnormal,” dan terlibat dalam proses biologis seperti kontrol siklus sel, replikasi
DNA, rekombinasi DNA, sinyal transduksi, perbaikan DNA, differensiasi jaringan
dan proses penuaan.” Gen-gen penekan tumor yang terlibat dalam perbaikan DNA
antara lain adalah gen MLHJ (yang sering termutasi pada kanker kolorektal tipe

herediter dan termetilasi pada kanker kolorektal tipe sporadik)'*'

, gen p33 (yang
termutasi pada sekitar 50% jenis kanker'® dan gen BRCA! (yang sering termutasi
pada kanker payudara dan kanker ovarium).'” Gen penekan tumor seperti gen p53
juga menyandi protein yang berperan dalam sinyal transduksi untuk meningkatkan
apoptosis sel-sel yang mengandung DNA yang rusak."”” Jadi gen-gen tersebut
mempunyai implikasi pada kanker (tumorigenesis), karena kegagalannya dalam
menyandi sinyal dart stimulan tersebut (kegagalan perbaikan DNA, kegagalan
transkripsi)'*'® dan juga berimplikasi terhadap hasil kemoterapi.’® Gen penekan
tumor lainnya yang juga memiliki fungsi perbaikan DNA adalah gen WRN."
Perbaikan DNA merupakan bagian tidak terpisahkan dari mekanisme sel dalam
mempertahankan sel terhadap kerusakan yang terjadi. Perbaikan DNA sangat penting
sebagai proses untuk mengatasi mutasi sel, kesalahan replikasi, kerusakan DNA yang
menetap dan ketidak stabilan genom. Kelainan pada mekanisme ini menyebabkan
sel-sel tidak dapat melindungi diri dari kerusakan DNA yang antara lain akan
mengakibatkan timbulnya keganasan.?

Gen WRN termasuk RecQ helikase 2?22 vyaitu RecQL2 helikase.*? RecQ
helikase adalah enzim helikase yang sangat penting dalam menjaga genom.” Protein
yang dihasilkan oleh gen WRN termasuk dalam RecQ DNA helikase dan RNA

2223 2425

helikase ™ serta bertindak sebagai DNA helikase dengan kegiatan eksonuklease.

DNA helikase adalah enzim yang terlibat dalam berbagai mekanisine DNA meliputi
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transkripsi, replikasi, rekombinasi dan perbaikan,?? sesuai dengan fungsi gen WRN
yang juga terlibat pada mekanisme replikasi DNA, pemeliharaan DNA, perbaikan
DNA, penuaan dan kestabilan genom.'” Lokasi gen WRN terletak pada kromosom
8p11.2-p12,>% dimana pada lokasi ini sering terjadi Loss of heterozygosity (LOH)
dan perubahan kromosom yang berhubungan dengan keganasan (kecendenungan
kanker) di berbagai macam jenis kanker termasuk kanker payudara ’>?**"% Gep
WRN dapat termutasi pada penyakit Werner Syndrome (penyakit yang mengalami
proses penuaan lebih cepat) dan berindikasi mengarah kepenyakit kanker, ada
beberapa laporan terakhir menunjukkan bahwa polymorfisme pada gen WRN
berasosiasi dengan peningkatan resiko terjadinya kanker payudara.’****° Secara in
vivo pada mencit dan in vitro, gen WRN telah terbukti sebagai gen penekan tumor,®
dan diketahui dapat mengalami inaktivasi epigenetik melalui metilasi promoter.”
Terjadinya metilasi pada gen penekan tumor adalah salah satu mekanisme untuk
menghilangkan atauz menghambat fungsi gen tersebut. Mekanisme penghambatannya
terjadi tanpa merubah sekuen DNA (non-mutasi) tetapi mengganggu proses
transkripsi mRNA sehingga terjadi penurunan tingkat ekspresi mRNA. Proses
epigenetik meliputi proses metilasi DNA dan medifikasi histon berarti ekspresi
fenotip tidak hanya dipengaruhi oleh proses metilasi saja tapi dapat juga oleh proses
modifikasi histon.” Perubahan genetik atau peristiwa epigenetik dapat memberikan
nilai prognostik maupun prediktif tertentu seperti sensitivitas terhadap obat atau
tingkat keganasan dalam penyebaran (metastatik).''*!** Hingga saat ini efek metilasi
pada promoter gen WRN pada kanker payudara belum dipelajari secara lebih detail
secara in vivo atau pada pasien kanker. Disamping itu masih sedikit sekali penelitian
mengenai gen WRN, promoter metilasi DNA dan ekspresinya pada kanker payudara
Ada penelitian mengenai metilasi pada gen WRN yang memberikan hasil yaitu gen
WRN yang termetilasi sebesar 17% pada kanker payudara,? tetapi belum diketahui
efek metilasi pada promoter WRN tersebut pada tingkat ekspresi mRNA gen WRN.
Pada penelitian yang akan kami lakukan sekarang yaitu untuk mengetahui besarnya
prosentasi kanker payudara yang termetilasi di Rumah Sakit Kanker Dharmais,

apakah ada kesamaan hasil data metilasi gen WRN dengan hasil yang didapat dari
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penelitian sebelumnya dan apakah metilasi tersebut mempengaruhi ekspresi mRNA
gen WRN. Profil kanker payudara di Indonesia memang unik karena lebih sering
berstatus Estrogen Reseptor negatif, yaitu sebesar 72,2% sedangkan di luar neger

sebesar 35%.%

1.2. Rumusan Masalah
Berdasarkan latar belakang permasalahan di atas, maka dapat disimpulkan
pertanyaan penelitian sebagai berikut :
Apakah terdapat penurunan ekspresi gen WRN sebagai akibat terjadinya metilasi
DNA promoter gen WRN pada kanker payudara.

1.3. Hipotesis
Terdapat hubungan antara adanya metilasi DNA promoter gen RN dengan

penurunan ekspresi gen WRN pada jaringan primer kanker payudara.

1.4. Tujuan Penelitian

1.4.1. Tujuan Umum
Untuk mengetahui peran metilasi terhadap gen perbaikan DNA: dengan
tinjauan khusus pada terjadinya peristiwa metilasi DNA gen WRN.

1.4.2. Tujuan Khusus
1. Untuk mengetahui karakteristik status metilasi DNA gen WRN pada kanker
payudara.
2. Untuk mengetahui hubungan antara adanya metilasi DNA promoter gen
WRN dengan penurunan ekspresi gen WRN pada kanker payudara.
3. Untuk mengetahui hubungan antara gen WRAN yang termetilasi dan gen
WRN yang tidak termetilasi dengan data klinik yang meliputi antara lain:
usia, histopatologik dan TNM (T = ukuran tumor, N = node (getah bening,
M = metastasis).
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1.5. Manfaat Penelitian

Hasil penelitian ini diharapkan dapat bermanfaat dalam bidang akademik/
ilmiah, memberikan data tambahan tentang gen WRN, yang masih sedikit -jumlah
jumnal tentang gen ini. Dalam bidang pelayanan kesehatan masyarakat, diharapkan
dapat bermanfaat untuk meningkatkan kemampuan diagnostik molekuler terhadap
penanganan penyakit kanker khususnya penyakit kanker payudara. Juga dapat
diimplementasikan di klinik, baik untuk menentukan prognosis maupun sebagai

faktor prediksi atau faktor resiko yang akan mempengaruhi tindakan medik.
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BAB II

TINJAUAN PUSTAKA

2.1. Kanker Payudara
2.1.1 Epidemiologi dan faktor-faktor resiko terjadinya kanker payudara.
Kanker merupakan penyakit yang diketahui penyebabnya karena faktor
kimia, fisika dan biologi dan juga dipengaruhi oleh banyak faktor risiko, seperti
diet yang tidak sehat, faktor lingkungan (pencemaran udara, air, polusi), obesitas,
nutrisi (kurang mengkonsumsi buah dan sayuran), kurang aktivitas fisik, dan
stress.®* J uga beberapa faktor yang turut membantu menyebabkan penyakit kanker
yaitu: keturunan dan epigenetik, signaling faktor pertumbuhan yang abnormal,
kegagalan pertahanan imun tubuh, kegagalan perbaikan DNA. Di Indonesia
terdapat 170-190 kasus kanker baru per 100.000 penduduk.” Di dunia, kanker
merupakan penyebab kematian nomor dua setelah penyakit kardiovaskular.’®
Menurut laporan Badan Kesehatan Dunia (WHO), setiap tahun ada febih dari 11
juta kasus penderita baru kanker terdiagnosa dengan prediksi peningkatan setiap
tahun kurang lebih 20%. Berdasarkan data WHO, dari tahun 2005 hingga tahun
2030 akan ada peningkatan jumlah penderita kanker hingga tiga kali lipat. WHO
juga menyatakan, 70 persen penderita kanker berada di negara-negara
berkembang.**¢, WHO menyatakan jumlah penderita kanker di Indonesia sebagai
negara berkembang akan mengalami peningkatan hingga tujuh kali lipat pada
tahun 2030 mendatang, dan lebih dari 7 juta penderita kanker meninggal setiap

tahun. 35,36,37
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Gambar 2.1 : Perbandingan Prosentase Penderita Kanker di Indonesia

Pada tahun 2005 dan tahun 2030.%
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Gambar 2.2 :  Kasus jenis kanker baru di Indonesia 3’
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Riset kanker merupakan usaha ilmiah yang banyak ditekuni untuk
memahami proses penyakit dan menemukan terapi yang memungkinkan.
Meskipun pemahaman kanker memiliki tumbuh secara eksponen sejak dekade
terakhir dari abad ke-20, terapi baru yang radikal hanya ditermnukan dan
diperkenalkan secara bertahap.**>® Para dokter ahli kanker akan mengupayakan
pengobatan kanker tanpa menghilangkan organ atau pembedahan dengan bekerja
sama dengan ahli-ahli ilmu dasar kedokteran seperti biologi molekuler (Ilmu
Biomedik). Dengan menggunakan pendekatan ilmu kedokteran dasar maka akan
diketahui akar penyebab kanker tersebut sehingga pengobatannya juga dilakukan
pada akar penyebab kanker itu dan dengan pendekatan ini pula akan diperoleh
suatu biomarker tertentu untuk mempermudah diagnosa. Metode pengobatan ini
sudah dikembangkan di negara maju, seperti di Eropa dan Amerika Serikat. Di
sejumlah negara Asia Pasifik akan mengembangkan metode ini, ** termasuk di
Indonesia. Disiplin Ilmu yang mengintegrasikan informasi tentang struktur
genetika (DNA) maupun profil ekspresinya (mRNA dan protein) guna
membedakan dan mengklasifikasikan sel normal, pra-lesi kanker, dan jaringan
kanker disebut sebagai Diagnostik Molekuler (DM). Pada Diagnostik Molekuler,
ada tiga aspek yang sudah mulai dikembangkan dan diterapkan untuk penanganan

kanker payudara, yaitu risk-assesment, prognosis dan staging.3 .

Kanker Payudara merupakan salah satu jenis kanker terbanyak yang

ditemukan pada wanita,'*°

selain kanker leher rahim, kanker payudara ini sangat
ditakuti karena sebagai penyebab kematian terbanyak."***° Setiap tahun jumlah
kasus kanker payudara terus bertambah walaupun penyuluhan untuk melakukan
pencegahan terus dilakukan. Pada tahun 2006, kasus terbanyak adalah kasus
kanker payudara sebesar 429.900 terdiagnosa di Eropa.” Di Amerika Serikat
sebanyak 192.370 kasus baru kanker payudara.>*® Belum ada data statistik yang
akurat di Indonesia’, namun data vang terkumpul menunjukkan bahwa kanker

payudara menduduki rangking pertama menurut data dari Rumah Sakit Kanker

Dharmais.®
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Gambar 2.3. : 10 besar Kanker Tersering pada Rumah Sakit Kanker Dharmais
Rawat Jalan (Kasus Baru) tahun 2007

Belum diketahuil secara pasti apa yang menjadi penyebab secara spesifik kanker
payudara terjadi, namun beberapa faktor yang harus diperhatikan sebagai resiko

yang berkaitan dengan terjadinya kanker payudara adalah : *'

1. Usia, penyakit kanker payudara akan meningkat pada usia remaja keatas.'”

2. Jenis kelamin, wanita lebih beresiko 100 kali dari pada pria.“‘5

3. Penggunaan hormon, hormon eksogen berhubungan dengan terjadinya
kanker payudara. Laporan dari Harvard School of Public Health
menyatakan bahwa terdapat peningkatan kanker payudara yang bermakna
pada para pengguna terapi pengganti estrogen. Suatu metaanalisis
menyatakan bahwa walaupun tidak terdapat risiko kanker payudara pada
pengguna konirasepsi oral, wanita yang menggunakan obat ini untuk
waktu yang lama mempunyai risiko tinggi untuk mengalami kanker ini

sebelum menopause.'”
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. Obesitas: Terdapat hubungan yang positif antara berat badan dan bentuk
tubuh dengan kanker payudara pada wanita pasca menopause. Variasi
terhadap kekerapan kanker ini di negara-negara Barat dan bukan Barat
serta perubahan kekerapan sesudah migrasi menunjukkan bahwa terdapat
pengaruh diet terhadap terjadinya keganasan ini. '
. Konsumsi lemak: Konsumsi lemak diperkirakan sebagai suatu faktor
risiko terjadinya kanker payudara. Willet dkk. melakukan studi prospektif
: selama 8§ tahun tentang konsumsi lemak dan serat dalam hubungannya
dengan risiko kanker payudara pada wanita umur 34 sampai 59 tahun. '
. Faktor reproduksi: Karakteristik reproduktif yang berhubungan dengan
risiko terjadinya kanker payudara adalah nuliparitas, menarche pada umur
muda, menopause pada umur lebih tua, dan kehamilan pertama pada umur
tua. Risiko utama kanker payudara adalah bertambahnya umur.
Diperkirakan, periode antara terjadinya haid pertama dengan umur saat
kehamilan pertama merupakan awal initiation perkembangan kanker
payudara. Secara anatomi dan fungsional, payudara akan mengalami atrofi
dengan bertambahnya umur. Kurang dari 25% kanker payudara terjadi
pada masa sebelum menopause sehingga diperkirakan awal terjadinya
tumor terjadi jauh sebelum terjadinya perubahan klinis.
. Riwayat keluarga dan faktor genetik: Riwayat keluarga merupakan
komponen vang penting dalam riwayat penderita yang akan dilaksanakan
skrining untuk kanker payudara. Terdapat peningkatan risiko keganasan
ini pada wanita yang keluarganya menderita kanker payudara. Pada studi
genetik ditemukan bahwa kanker payudara berhubungan dengan gen
tertentu. Apabila terdapat gen BRCA 1 atau gen BRCA 2, yaitu suatu gen
kerentanan terhadap kanker payudara, probabilitas untuk terjadi kanker
payudara sebesar 60% pada umur 50 tahun dan sebesar 85% pada umur 70
tahun.'?® , faktor keturunan hanya berdampak 5% - 20% dari terjadinya
kanker payudara.”?
. Alkohol, dapat meningkatkan resiko terjadinya kanker payudara, '
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9. Radiasi: Pajaran dengan radiasi ionisasi selama atau sesudah pubertas
meningkatkan terjadinya risiko kanker payudara. Dari beberapa penelitian
yang dilakukan disimpulkan bahwa risiko kanker radiasi berhubungan
secara linier dengan dosis dan umur saat terjadinya paparan. '

10. Faktor lingkungan : '*7 * Zat Kimia * Air

* Tembakau * Polusi

Sebagian besar kanker payudara bersifat sporadik (80%)" namun faktor
yang mempunyai andil terbesar adalah faktor usia dan diikuti faktor
riwayat keluarga (20%), Lima sampai duapuluh persen kanker payudara
bersifat herediter, akibat adanya predisposisi genetik autosomal dominant

berpenetrasi terbatas 2

2.1.2. Jenis-jenis kanker payudara.®

A. Jenis Kanker Payudara yang Umum Terjadi:
1. In situ breast cancer
¢ Ductal Carcinoma In Situ (DCIS).
o Lobular Carsinoma In Situ (LCIS).
2. Invasive breast cancer (Kanker payudara yang invasive)
e Invasive Ductal Carsinoma (IDC)

® Invasive Lobular Carsinoma (ILC)

B. Type — type yang tidak biasa / Jarang pada Kanker Payudara

Tidak semua type kanker payudara berasal dari saluran air susu atau

kelenjar air susu. Beberapa jenis yang tidak umum adalah:

Inflammatory Breast Cancer, Medullary Carcinoma, Tubular
carcinomma, Metaplastic carcinoma, Micropapillary carcinoma,

Adenoid cystic carcinoma.
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2.1.3. Klasifikasi Kanker Payudara.’

Terdiri dari empat group :

. Patologi, berdasarkan penilaian histopatologi.

. Grade dari tumor,

. Protein dan ekspresi gen, dengan pemeriksaan Immunohistopatologi

memeriksa Estrogen Reseptor, Progestron Reseptor dan lain-lain.

. Stage dari tumor, sistem TNM. Banyak sekali cara untuk menentukan

stadium, namun yang paling banyak dipakai saat ini adalah stadium
kanker berdasarkan klasifikasi sistim TNM yang direkomendasikan
oleh UICC (International Union Against Cancer dari WHO atau World
Health Organization) / AJCC(American Joint Committee On cancer
yang disponsori oleh American Cancer Society dan American College
of Surgeons)."” Pada sistim TNM dinilai tiga faktor utama yaitu "T"
yaitu Tumor size atau uvkuran tumor , "N" yaitu Node atau kelenjar
getah bening regional dan "M" yaitu metastasis atau penyebaran jauh.
Ketiga faktor T.N,M dinilai baik secara klinis sebelum dilakukan
operast , juga sesudah operasi dan dilakukan pemeriksaan
Histopatologi (PA) . Pada kanker payudara, penilaian TNM
mempunyai nilal masing-masing. Setelah masing-masing faktor
T,.N,M didapatkan, ketiga faktor tersebut kemudian digabung dan
didapatkan stadium kanker sebagai berikut :°

Stadium 0 : TO NO MO

Stadium 1 : T1 NO MO

Stadium I A : TON1 MO/ T1 N1 M0/ T2 N0 MO
Stadium II B : T2 N1 M0/ T3 NO M0

Stadium A : TON2 M0/ T1 N2 MO/ T2N2 M0/ T3 N1 MO/ T2 N2
MO

Stadium III B : T4 NO M0/ T4 N1 M0 / T4 N2 MO
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«  Stadium I C: Tiap T N3 M0
. Stadium IV : Tiap T-Tiap N -M1

Terapi kanker payudara dilakukan setelah mengetahui semua klasifikasi
payudara tersebut.

2.1.4. Karsinogenesis

Mekanisme karsinogenesis baik biokimiawl maupun molekuler berbeda
antara satu karsinogen dengan yang lain, bergantung pada strukiur dan sumber
karsinogen masing-masing, tetapi pada dasamnya sasaran karsinogen adalah
menimbulkan lesi pada untaian DNA yang mengandung berbagai jenis gen. ™
Telah terungkap bagaimana hubungan karsinogen dengan lesi DNA dan jenis
mutasi gen yang ditimbulkannya, demikian pula peran gen DNA repair dan respon
tubuh lainnya terhadap kerusakan DNA. Berbagai jenis gen penekan tumor yang
berperan sebagai regulator siklus sel atau pertumbuhan dan differensiasi sel pada

umumnya merupakan sasaran penonaktifan gen penekan tumor.

Pada tingkat molekuler, perkembangan tumor diakibatkan oleh akumulasi
lesi genetik dan pada beberapa keadaan sebagai akibat dari perbaikan (repair)

DNA yang tidak berfungsi. Target utama kerusakan DNA adalah golongan gen
yang meliputi: *°

a. Proto-onkogen adalah gen normal sel yang dapat berubah menjadi onkogen
aktif karena mutasi atau ekspresi yang berlebihan.

b. Gen penekan tumor ( tumor supressor genes ) yang tidak aktif.

¢. Gen perbaikan DNA yang tidak berfungsi.

Pemahaman dasar lesi genetik yang terjadi selama karsinogenesis memiliki

potensi besar untuk aplikasi klinis dalam diagnosis, prognosis dan terapi.*>*
Onkogen adalah gen yang terjadi dari gen Proto-onkogen yang mengalami

mutasi. Gen Proto-onkogen adalah gen yang normal dan merupakan gen yang

mengkode protein-protein yang berperan dalam mengatur pertumbuhan sel dan
Universitas indonesia
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pembelahan sel. Mutasi gen yang mengaktivasi proto-onkogen menjadi onkogen
terletak pada gen struktural yang secara langsung menghasilkan produk gen
(protein) abnormal, atau pada kasus-kasus tertentu mutasi itu terdapat pada bagian
regulator dari gen sehingga menghasilkan protein normal secara berlebihan.
Kedua hal tersebut menyebabkan peningkatan fungsi dan peningkatan fungsi ini
seringkali mengakibatkan sinyal pertumbuhan terus menerus dan proliferasi yang
abnormal.'*4?

Telah dijelaskan beberapa macam resiko yang berkaitan dengan terjadinya
kanker payudara, resiko tersebut antara lain adalah adanya riwayat keluarga dan
faktor genetik, tetapi akhir-akhir ini epigenetik turut harus diperhatikan karena

kejadian tersebut dapat menyebabkan kanker juga.””’ 148A%

2.2. Epigenetik

Epigenetik pertama kali diperkenalkan oleh C.H.Waddington tahun
1939,°°%! tapi baru tahun 1980 dan permulaan tahun 1990 mulai banyak
penelitian tentang epigenetik.’” Mekanisme epigenetik dipengaruhi oleh beberapa
faktor dan kejadian mekanisme yang secara normal terjadi antara lain: pada proses
differensiasi seluler, karena faktor lingkungan, obat-obatan, diet dan usia.?

Proses epigenetik adalah salah satu penjelasan bagatmana genotip yang
sama tapi mempunyai fenotip yang berbeda, contoh perubahan warna kulit tikus
Agouti ada hubungannya dengan perubahan DNA yang termetilasi tanpa adanya
perubahan genetik.® Proses epigenetik antara lain meliputi proses metilasi DNA
dan modifikasi histon,”**® berarti ekspresi fenotip tidak hanya dipengaruhi oleh
proses metilasi DNA saja tetapi dapat juga oleh proses modifikasi histon.!** Pada
tesis ini hanya membahas peristiwa epigenetik yang disebabkan oleh karena
metilasi DNA, walaupun ada penelitian yang menyatakan bahwa metilasi DNA
dan modifikasi histon ada bekerja sama dalam mempengaruhi aktivasi beberapa
gen penekan tumor,*? (perubahan metilasi DNA mempengaruhi modifikas

histon.)”
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Metilasi DNA adalah suatu proses pergantian posisi atom H pada posisi
5 dari sitosin oleh metil (CHj). Penambahan kelompok metil terjadi pada sebagian
besar di situs CpG promoter, sehingga mengubah sitosin pada posisi 5 menjadi
metilsitosin oleh DNA methyltransferase (DNMT).>**® Struktur 5-metilsitosin
yang kurang lebih hampir sama dengan struktur sitosin, oleh sebab itu 5-
metilsitosin masih tetap berpasangan dengan guanin, pada pembelahan sel
berikutnya akan digantikan dengan sitosin, namun pada beberapa situs yang
termetilasi lebih banyak dan lebih berat cenderung akan mengganggu proses
transkripsi. Proses metilasi hanya terjadi pada nukleotida sitosin dan pada C-G
yang banyak berulang di daerah promoter. Peristiwa metilasi DNA adalah proses
yang normal terjadi pada manusia dan proses tersebut penting untuk pertumbuhan
dan perkembangan dalam kehidupan.®'?*° Terjadinya proses metilasi DNA pada
gen penekan fumor adalah salah satu mekanisme untuk menghilangkan atan
menghambat fungsi gen tersebut. Mekanisme penghambatannya terjadi tanpa
merubah sekuen DNA (non-mutasi), tetapi mengganggu proses transkripsi mRNA
sehingga terjadi penurunan tingkat ekspresi mRNA. Tidak seperti perubahan
genetik, perubahan epigenetik berpotensi reversibel,*%*%%

Metilasi DNA adalah perubahan epigenetik yang pertama harus
diperhatikan dalam sel-sel kanker,”’ karena pada manusia ada sekitar 70% pulau
CpG yang termetilasi.’ Petanda metilasi DNA berguna sebagai deteksi dini,
pencegahan dan menentukan karakteristik dari kanker untuk terapi.''*® Petanda
metilasi DNA juga bersifat sensitif, spesifik, obyektif dan multiparameter.''
Perubahan genetik atau epigenetik dapat memberikan nilai prognostik maupun
prediktif tertentu seperti sensitivitas terhadap obat atau tingkat keganasan dalam
penyebaran (metastatik),“ schingga petanda hipermetilasi DNA dapat berguna
sebagai diagnostik, faktor prognostik dan melihat efek respon dari pengobaian.s0
Hipermetilasi pada pulau CpG promoter gen penekan tumor adalah kejadian yang
utama untuk awalnya terjadi kanker,”® atau tanda yang umum untuk semua jenis
kanker.'"®® Hipermetilasi pada pulau CpG promoter dapat mempengaruhi gen

yang terlibat pada siklus sel, perbaikan DNA, metabolisme karsinogen, interaksi
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antar sel, apoptosis, angiogenesis.”® Pola metilasi DNA dan modifikasi histone
sangat berhubungan dengan perkembangan dan kemajuan kanker*® sehingga dapat
digunakan untuk pengobatan.’® Hingga saat ini efek metilasi pada promoter gen
WRN pada kanker payudara belum dipelajari secara lebih detail secara in vivo
atau pada pasien kanker. Disamping itu masih sedikit sekali penelitian mengenai
gen WRN, metilasi DNA promoter dan ckspresinya pada kanker payudara juga
pengobatannya pada kanker payudara yang disebabkan oleh metilasi belum ada.
Penelitian mengenai metilasi DNA pada gen WRN, yang memberikan hasil yaitu
gen WRN yang termetilasi sebesar 17% pada kanker payudara®, tetapi belum
diketahui efek metilasi pada promoter WRN tersebut dihubungkan dengan tingkat
ekspresi nRNA gen WRA tersebut pada kanker payudara.

- B MQ‘.J‘I)'" c".ytnnl ne

B ML NHg

A T 2 E N3
i s--dmosyl-mnhlorﬁno'klz\ 1

Gambar 2.5. : Metilasi yang mengganggu Proses Transkripsi '
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2.3. Gen Penekan Tumor

Gen penekan tumor adalah gen yang normal dan berguna terlibat dalam
berbagali proses biologis antara lain: kontrol siklus sel, replikasi DNA,
rekombinasi DNA, sinyal transduksi, perbaikan DNA, differensiasi jaringan,
apoptosis dan proses penuaan,'® gen ini juga berfungsi sebagai kontrol adhesi
antar sel (penghambat metastasis) dan sebagai komponen dari jalur sinyal sel.”
Gen Penekan Tumor berlokasi pada kromosom autosomal,’” gen ini bekerja
memberikan sinyal untuk menghambat pertumbuhan dengan mengatur checkpoint
siklus sel, disebut Gatekeepers sedangkan penjaga kestabilan gen, melindungi
genom disebut Caretakers.'® Bukti pertama keberadaan adanya gen yang dapat
menekan fenotip diperoleh dari berbagai percobaan in vitro yang menggabungkan
(fusi) sel normal dengan sel kanker. Hasil fusi kedua jenis sel ini adalah suatu
hibrid yang tidak lagi memiliki ciri-ciri awal sifat sel tersebut, misalnya sel-sel int
tidak lagi menunjukkan kemampuan proliferasi berlebihan.®! Bukti kedua yaitu
sesual dengan Knudson's Two Hit Hypothesis, Alfred Knudson mengajukan
hipotesa setelah pengamatannya pada retinoblastoma, bahwa ada gen yang dalam
keadaan normal mencegah pertumbuhan tumor dan bahwa tumor akan timbul bila
kedua alel dari gen ini hilang.%* Bukti-bukti ini menimbulkan asumsi bahwa ada
golongan gen dalam sel normal yang bekerja berlawanan dengan onkogen atau
menekan aktivitas onkogen.'** Suatu gen yang kemudian dapat disebut sebagai
gen penekan tumor dikarenakan gen tersebut dapat berfungsi sebagai penekan
pertumbuhan abnormal dan juga gen tersebut dapat mengalami mutasi, metilasi
dan LOH (Loss Of Heterozygosity)'®> Sampai saat ini, kurang lebih baru ada 30
gen penekan tumor,'® gen WRN termasuk sebagai gen penekan tumor,' hal ini
baru sedikit yang mengetahuinya, terbukti dengan baru sedikitnya jumal-jurnal

yang membahas tentang gen WRN.
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Tabel 1 : GEN PENEKAN TUMOR DAN FUNGSINYA. !

GEN KROMO TUMOR TUMOR LOKASI MEKANISME
SOM HEREDITER SPORADIK KERJA KERJA
. P53 17pl3  Li- Fraumeni Kandung Nukleus Faktor
Family Kemih. transkripsi
Syndrome Payudara. regulator
Esofagus.

Ovarium. Paru
sarkoma, Otak.
Limfoma
leukimia, Kolon

2. Rb 13q14  Retinoblastoma Retinoblastoma.  Nukleuns regulator

Esofagus. transkripsi
Payudara. Paru

3. APC 5g21 FAP Kolorektoral, Sitoplasma
lambung,
prankreas

4, NF-1 17q11  Neufribromato Kolon. Sitoplasma P21 aktivator

sis tipe 1 Astrositoma GTP

5. NF-2 22q12  Neufribromato  Meningioma  Membran Hubungan

sis tipe 2 bagian sitoskeleton
dalam membran
6. WF-1 11p3 Wilm’s tumor  Wilm’stumor  Nukleus Faktor
Transkrnipsi
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7. VHL  3p25

8. BRCAl1 17q21

9. BRCA2 13qi2

10.DCC  18q21

11. MTS-1  9p21

12. MSH2  2p

13. MLH1  3p2]

Von  Hippel Renal

Iindan

Payudara.

Ovarium.

Payudara

Melanoma

HNPCC

HNPCC

Testis, thymus,

payudara,

ovarium

Payudara,

Ovarium

Kolorektal

Melanoma,

Otak, leukemia,

sarcoma, renal,

ovarium paru

Endometrial,.

lambung,
hepatoibilier

saluran kemih

sitoplasma

Nukleus

Nukleus

Membran

Nnkleus

Nukleus

Nukleus

21

Menghambat
transkripsi

Faktor
transkrnipsi

Faktor
transkripsi

Cell adhesion

Inhibitor cdk

Nucl
mismatch

repair

Nucl
mismatch

repair

Dalam keadaan normal, kerja gen penekan tumor adalah menghambat

proliferasi sel dengan kerusakan DNA, kadang-kadang gen ini disebut juga

onkogen resesif alau anti onkogen.” Beberapa penelitian membuktikan bahwa

produk gen penekan tumor secara langsung atau tidak langsung berinteraksi

dengan produk onkogen, sehingga fungsi produk onkogen tersebut dihambat."
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Loss of heterozigosity (kehilangan heterozigositas) dalam sel mewakili
hilangnya fungsi normal dari satu alel dari suatu gen dimana ale] lain yang sudah
tidak aktif. Mekanisme Loss of Heterozigosity >+
1. Penghilangan :

o alel normal
o lengan kromosom yang mengandung alel normal
o seluruh kromosom yang mengandung alel normal (yang
mengakibatkan aneuploidi).
2. Pada wanita, X-inaktivasi dari kromosom X membawa alel normal.
3. Hilangnya kromosom mengandung alel normal diikuti oleh duplikasi
kromosom yang mengandung alel bermutasi.

4. Rekombinasi mitosis.
2.4, Gen WRN
a. Gen WRN secara umum

Penyakit Werner Syndrome ditemukan oleh Otto Werner pada tahun
1904.%° Wemer syndrome adalah penyakit dengan kelainan genetik yang langka
dan ditandai dengan proses penuaan yang cepat (penuaan dimulai setelah
pubertas) terkait dengan patologi dan kanker.®® Hal ini discbabkan oleh mutasi
pada gen WRN, gen yang berada di lengan pendek kromosom 8.°*%7 Werner
syndrome adalah suatu penyakit yang dialami oleh manusia yang disebabkan oleh
adanya mutasi pada gen WRN dan menyebabkan berkurangnya fungsi RecQ
helikase WRN, sehingga sel-sel dari pasien ini mengalami tingkat pertumbuhan
yang lambat, penuaan dini, ketidakstabilan genomik serta abnormal metabolisme
telomere (mempercepat telomere menjadi pendek).’® Fungsi WRN adalah
mempertahankan struktur dan integritas DNA.

Beberapa proses genetika umum seperti telomere yang disfungsi,
perubahan pada perbaikan DNA, akumulasi lesi DNA, ketidakstabilan genomik

berperan penting dalam proses menuju Karsinogenesis dan penuaan.”® dan
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dengan telah terbuktinya gen WRN sebagai gen penekan tumor,'*'*? dimana
diketahui bahwa gen penekan tumor dapat mengalami peristiwa epigenetik
melalui peristiwa metilasi DNA promoter™ selain juga dapat mengalami
peristiwa mutasi dan LOH. Dari keterangan di atas dapat dimengerti bahwa
terdapat hubungan antara telomere, penuaan dan kanker dengan gen WRN.
Penuaan (usia) adalah faktor resiko utama yang berhubungan dengan
perkembangan kanker**” Ada hubungan yang nyata antara lanjut usia dan
meningkatnya insiden kanker,’' karena faktor genetik dan lingkungan
berkontribusi terhadap penvaan. Gen WRN adalah gen yang bertanggung jawab

0 Penuaan sel pada umumnya disebabkan oleh : 7

juga terhadap proses penuaan.

o Karena aktifitas sel menurun

= Stress oksidatif di dalam se]l merupakan penyebab proses aging.

» Mitokondria yang menghasilkan ROS (reactive oxygen species)
memegang peranan dalam proses aging suatu organism.

« Superoksida dgn konsentrasi tertentu dapat menurunkan daya tahan hidup
organisme invertebrate.

» Pada mamalia, pemberian antioksidan, terbukti dapat mencegah disfungsi
organ?,

+ Selama penuaan terjadi perpendekan telomer pada berbaga) jaringan. Hal
ini di modulasi oleh adanya stres oksidatif akibat terakumulasinya radikal
bebas di dalam sel.

Proses penuaan dapat berkecenderungan kearah kanker oleh karena beberapa

mekanisme : %

1. Akumulasi jaringan sel dalam tahap akhir karsinogenesis.

2. Perubahan dalam homeostasis khususnya perubahan dalam sistem kekebalan
tubuh dan endokrin.

3. Ketidakstabilan telomer, mengakibatkan penuaan lebih cepat dan meningkatkan

resiko kanker. Proses penuaan adalah terkait dengan sejumlah kejadian di

molekuler, seluler dan tingkat fisiologis yang mempengaruhi karsinogenesis.

Sudah ada pengamatan yang membuktikan bahwa dengan bertambahnya umur
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dan dengan kejadian terus menerus metilasi CpG promoter pada jaringan normal,
akan lebih memungkinkan terjadinya kanker pada gen-gen tertentu.”

Telomer merupakan elemen berulang yg berlokasi pada tiap ujung
kromosom dari sel eukariota. Telomere adalah repetitif DNA pada akhir sebuah
kromosom, terdiri dari sebanyak 2000 mengulangi urutan 5’-TTAGGG-3.%°
Panjang telomer pada manusia 5-20 kb. Fungsi dari telomer adalah untuk
menutup uwjung kromosom (melindungi ujung kromosom dari kerusakan),
sehingga mencegah DNA “terbuka”, yang dapat menyebabkan kerusakan DNA,
mencegah bersatunya kromosom-kromosom dan menjaga ketidakstabilan
kromosom. Telomere berperan penting dalam proses pembelahan sel. Pada setiap

(13

proses pembelahan sel selalu terjadi “ end-replication problem™ (masalah akhir
replikasi) dari DNA polimerase, karena enzim yang bertanggung jawab untuk
replikasi DNA tidak bisa sepenuhnya mensintesis njung 3 DNA linier sehingga
panjang telomer memendek sebanyak 50-100 pb. Ketika telomer mencapai
panjang yang kritis, menyebabkan fungsi dari telomer tidak optimal. Hal ini
menginduksi penuaan sel, yang ditandai oleh adanya gangguan pertumbuhan

secara permanent.’

~a -
5|
3 Parental DNA
—— . — .
Leading strand
o Lagging strand
< mm  RNA primer
3l
-
| S—
Gap

Gambar 2.9, Terjadinya Masalah akhir replikasi?‘1
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b. Gen WRN secara molekuler :

Gen WRN terdiri dari 35 exon'>, gen WRN termasuk RecQ helikase
protein, 23727 vaitu RecQL2 helikase.”>?™ RecQ helikase adalah enzim
helikase yang sangat penting dalam menjaga gerlOJ‘;].z?"zg'73 Fungsi RecQ helikase
ada pada proses replikasi, penuaan, rekombinasi dan perbaikan DNA,'%6%7
Lokasi gen WRN terletak pada kromosom 8p11.2 - p12,2%%% dari pasangan basa
31.010.319 ke 31.150.818 pasangan basa,” dimana pada lokasi ini sering terjadi
Loss of heterozygosity (LOH)22'23"25’5‘:"‘“5'79 dan perubahan kromosom yang
berhubungan dengan keganasan (kecenderungan kanker) di berbagai macam jenis

kariker termasuk biasanya kanker payudara,”?%76-7

serta LOH yang terjadi pada
kromosom 8p akan memberikan keadaan prognosis yang lebih buruk. 7808 Data
penelitian menunjukkan bahwa terjadinya LOH pada lengan 8p berasosiasi
dengan penderita kanker payudara pada usia muda dan hilangnya gen penekan
tumor pada kromosom 8p merupakan peristiwa penting dalam tahap awal kanker
payuclr:nra.79

Protein WRN terdiri dari 1432 asam amino.”™7” dan seberat 180 kD.”
Protein yang dihasilkan oleh gen WRN termasuk dalam tipe enzim yang disebut
helikase, RecQ DNA helikase dan RNA helikase “***¥ dan satu-satunya gen
yang bertindak juga sebagai DNA helikase dengan kegiatan eksonuklease, 2> 258387
Protein WRN juga mempunyai bagian nuklease N-terminal, yang pada RecQ
lainnya tidak ada. Guna N- terminal ini sebagai eksonuklease.”’ Protein WRN
mewakilt hubungan yang penting antara perbaikan DNA dengan proses penuaan

dan kanker.m ,23,70,81,83,84
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Gambar 2.11. : Lokasi gen WRN dalam kromosom 875,83
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Gambar 2.12 : Hubungan Gen WRN dengan Penuaan dan Kanker®
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RecQ helikase protein berperan juga sebagal protein penekan tumor,
yang berfungsi sebagai penjaga genom. ** DNA helikase adalah enzim yang
terlibat dalam berbagai mekanisme DNA meliputi transkripsi, replikasi,
rekombinasi dan perbaikan.”

pemeliharaan DNA, perbaikan DNA dan kestabilan genom.®?' RNA helikase

Gen WRN juga terlibat pada mekanisme

berpartisipasi dalam semua proses biologis yang melibatkan RNA, seperti proses
transkripsi, splicing dan translasi®

Beberapa laporan terakhir menunjukkan bahwa polymorfisme pada gen
WRN juga berasosiasi dengan peningkatan resiko terjadinya kanker payudara.2®°
Secara in vive pada mencit dan in vitro, gen WRN telah terbukti sebagai gen
penekan tumor,” dan diketahui dapat mengalami inaktivasi epigenetik melalui
metilasi promoter.”> Metilasi gen WRN pada pulau CpG di promoter, berkaitan
dengan menurunnya fungsi gen WRN sebagai gen penekan tumor dan membuat
terjadinya peristiwa tumorigenesis.”

Saat ini tidak hanya karena genetik, tapi juga kejadian epigenetik turut
berpengaruh terhadap pemicu dan perkembangan kanker.''“**® Gen penekan
tumor yang sangat sering tidak aktif dalam kanker manusia, yaitu sebagai contoh
hilangnya fungsi gen p53. Selain itu, perubahan dalam aktivitas gen p53 telah
terlibat dalam proses replikatif selular penuaan. Protein WRN dapat membentuk
interaksi dengan protein p53. Interaksi ini melibatkan terminal karboksil bagian
dari ekstrem WRN dan terminal karboksil dari p53, dimana daerah ini berperan
penting dalam mengatur keadaan fungsional protein p53. Sebuah WRN sebagian
kecil dapat ditemukan dalam kompleks dengan p53 di endogen sel. Protein WRN
dapat berpartisipasi dalam pengaktifan p53 untuk memperbaiki DNA yang
rusak.®® (kegagalan untuk menginduksi p53 efektif dapat berkontribusi untuk
meningkatkan ketidakstabilaan genomik dan peningkatan resiko kanker pada
pasien Werner syndrom).** Temuan ini mendukung adanva cross-talk antara
protein WRN dengan protein p53, yang mungkin penting untuk mempertahankan
integritas genomik dan untuk mencegah akumulasi penyimpangan yang dapat

menimbulkan penuaan dini dan kanker.”® Induksi apoptosis oleh gen p33 juga
Universitas Indonesia

Hubungan metilasi..., Rini Agustien Tandjung, FK Ul, 2010



¥

28

akan diperlemah daya kerjanya pada sel yang kekurangan gen WRN, 2% hal ini
membuktikan juga bahwa protein WRN sebagal protein penekan tumor yang
8 Ketidak beradaan protein WRN akan
membuat ketidak normalan jalur metabolisme DNA seperti perbaikan DNA,

berfungsi sebagai penjaga genom.

replikasi DNA dan rekombinasi DNA juga akan mengganggu keseimbangan
telomere, apoptosis serta membuat terjadinya ketidak seimbangan genetik.69’33
Keadaan dengan fenotip seperti ini tidak akan dapat ditolong oleh RecQ DNA
helikase lainnya seperti gen BLM.*® Juga telah dapat disimpulkan bahwa gen WRN

sebagai penggerak transkripsional RNA polymerase II (m RNA).”' Jadi dapat
d]S]mpu]kan tentang gen WRN- 69,70,81-83,85

1. Gen WRN sebagai helikase yang terutama penting dalam proses replikasi DNA.
2. Tanpa adanya gen WRN, proses replikasi pada yjung DNA akan merusak
telomere karena fungsi gen ini adalah untuk metabolisme telomere dan
menjaga kestabilan telomere. Telomere yang rusak dapat berakibat :
- Penuaan yang lebih cepat ( karena telomere semakin cepat pendek).
- DNA menjad: tidak stabil (genomic instability) karena tanpa telomere yang
tidak menutup kembali akan mudah terjadi rekombinasi antar kromosom

sehingga rawan terjadi proses delesi, translokasi, dan kerusakan genom lainnya

yang merupakan karakter genom kanker.

3. Protein WRN mewakili hubungan penting antara proses perbaikan DNA yang

rusak dengan proses yang berkaitan dengan penuaan dan kanker.

4. Kekurangan protein WRN akan menyebabkan fase S terganggu pada siklus sel.
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Gambar 2.13 : Gen WRN pada kanker 2

Dari gambar dapat dilihat bahwa gen WRN, kemungkinan berperan
banyak di kanker kolon dan kanker payudara. Oleh karena itu masih banyak
dibutuhkan penelitian tentang hubungan gen ini pada penyakit kanker, serta fungsi
gen ini sebagai marker, prognosis, prediktif dan terapi.

Pada tabel di bawah ini akan ditampilkan beberapa gen penekan tumor dan

terapi yang telah dipakai. Response metilasi gen penekan tumor untuk terapi yang

telah dilakukan * gen MGMT Glioma BCNU, Temodar
* gen MLHI cisplatin
* gen RFC methotrexate
* gen WRN irinotecan (baru hanya untuk

kanker kolon) '2
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2.5. Real Time PCR (Polymerization Chain Reaction)

Merupakan suatu reaksi in vitro untuk menggandakan molekul DNA pada

target tertentu dengan cara mensintesis molekul DNA baru yang berkomplemen

dengan nukleotida dalam suatu termocycler. Tehnik ini sangat efektif untuk

menghitung jumlah DNA produk PCR secara spesifik.

Panjang target DNA berkisar puluhan sampai ribuan nukleotida yang

posisinya diapit oleh sepasang primer. Primer yang berada sebelum daerah target

dikenal dengan primer forward, sedangkan primer yang berada setelah daerah

target dikenal dengan primer reverse. Untuk dapat mencetak rangkaian tersebut

dengan teknik PCR, materi yang dibutuhkan antara lain :

a.
b.

DNA (typically genomic DNA)

Thermostable DNA polymerase (contoh, Taq polymerase)

Primers (oligonucleotides complementary to specific sequences in DNA)

dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Prinsip pelipatgandaan molekul DNA pada target yang diinginkan melalui
teknik PCR terdiri dari tiga tahapan yaitu :*2

. Denaturasi, pada suhu sekitar 95°C molekul DNA mengalami denaturasi

sehingga struktumya berubah dari untai ganda (dSDNA) menjadi untai
tungpal (ssDNA).

Annealing, merupakan penempelan oligonukleotida sebagal primer
kepada ssDNA.biasanya suhu annealing berkisar antara 50-60°C, primer
forward yang sekuen nukleotidanya berkomplemen dengan salah satu
untai tunggal akan menempel pada posisi komplemennya, demikian juga
primer reversenya akan menempel pada untai tunggal lainnya.

Ekstensi atau sintesis. Pada tahap ketiga temperatur naik menjadi 75°C
dengan demikian satu molekul DNA satu molekul DNA akan melipat
jumlahnya menjadi dua molekul DNA. Setelah itu proses diulang dalam
beberapa siklus (25 hingga 35 sikius).
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Tabel 2: Perbedaan antara Real-Time PCR dan PCR konvensional®

Real-Time PCR PCR konvensional

1. Keseluruhan: Amplifikasi produk PCR
dapat dideteksi dan diukur

Produk amplifikasi atau
amplikon dapat dideteksi
selama reaksi berlangsung setelah reaksi berlangsung

melalui elektroforesis pada

agarose.

2. Data Data dikumpulkan saat fase Data didapat setelah dilaku
eksponensial dan jumlah kan perbandingan intensi-
produk PCR sebanding tas band dengan standrat
dengan jumlah template band yang telah diketahui
asam nukieat. konsentrasinya

3. Dipakai : a.Kuantitasi dari ekspresi Amplifikasi DNA untuk

untuk gen a. Skuensing

b. Verifikasi microarray.

¢. Quality kontrol dan vji
validasi

d. Mendeteksi patogen.

¢. Genotyping SNP

f. Analisis Micro RNA

g. Variasi jumlah copy

h. Kuantitasi viral

1. Percobaan SIRNA/RNA1

b. Genotyping

c. Kloning

%

4. Kesimpulan: a. Tidak ada proses setelah a. Ada proses elektrofore-

PCR sis setelah PCR.

b. Dapat mendeteksi peruba- b, Sensitivitas rendah
han dibawah dari 2 lipatan.  c. Tidak otomatis.

¢. Data dikumpulkan pada d. Ketelitiannya rendah

Fase Eksponensial e. Kurang sensitif
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d. Meningkatnya signal f. Resolusi rendah
flourescent sebanding g. Hasil tidak memberi-
dengan jumlah dari kan angka.
amplikon. h. Pewarnaan Ethidium

e. Mengukur kerusakan DNA. Bromide tidak sangat

f. Kemanjuran terapi obat. kuantitatif

1. Hasil didapat hanya
berdasarkan perbedaan
ukuran.

Amplifikasi pada real time PCR terdiri dari :>*

1. Fase Eksponensial, selama fase eksponensial jumlah produk PCR kira-kira
dua kali lipat dalam setiap siklus.

2. Fase Linear, reaksi mulai menurun dan hasil PCR tidak dua kali lipat lagi.

3. Fase Plateau, akumulasi dari produk PCR yang mulai lambat untuk
menghentikan banyaknya ragam komponen yang dapat diraih dalam
penilaian akhir dari keefektifannya.

Selama reaksi berlangsung, komponen-komponen reaksi dikonsumsi
sehingga satu atau lebih komponen menjadi terbatas. Pada saat tersebut, reaksi
berjalan lambat dan memasuki fase Platean.

Pada awalnya, fluorescens belum terdeteksi karena masih berada dibawah
ambang batas (threshold line), kemudian produk terakumulasi secara
eksponensial. Apabila produk yang berakumulasi tersebut berada dalam jumlah
yang cukup, maka sinyal fluoresensi akan terdeteksi. Jumlah siklus dimana sinyal

fluoresens dapat terdeteksi disebut sebagai Cycle threshold atau Ct.
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Gambar 2.14 : Kurva Fluoresens pada Real-Time PCR.*
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Nilai Ct dari suatu reaksi terutama ditentukan oleh jumlah template DNA pada
awal reaksi amplifikasi. Apabila terdapat femplate dalam jumlah besar pada awal
reakst, maka siklus amplifikasi yang diperlukan relatif sedikit untuk memperoleh
akumulasi produk yang cukup memberikan sinyal fluoresens di atas ambang
batas. Dengan demikian reaksi tersebut akan mempunyai nilai Ct yang rendah
atau lebih awal. Namun sebaliknya, apabila hanya terdapat jumlah template yang
kecil pada awal reaksi, siklus amplifikasi lebih banyak diperfukan untuk
memberikan sinyal fluoresens di atas ambang batas. Dengan demikian reaksi
tersebut akan mempunyai nilai Ct yang tinggi atau lebih lambat.

Metode analisis hasil real time PCR dapat secara perhitungan mutlak
(absolute  quantification) maupun secara perhitungan relatif (relative
quantification). Perhitungan mutlak diperoleh dengan membandingkan nilai Ct
sampel yji terhadap kurva standar. Hasil analisis berupa jumlah asam nukleat per
sel. Pada perhitungan relatif, hasil analisis merupakan suatu rasio untuk
mengetahui perbedaan tingkat ekspresi relatif svatu gen target pada sel yang
normal dibandingkan dengan yang terkena suatu penyakit. Baik metode
perhitungan mutlak maupun perhitungan relatif harus dinormalisasi, sehingga data
yang diperoleh menjadi bermakna. Hal imt dilakukan dengan menggunakan
normalizers yaitu housekeeping gene, yang merupakan gen dengan ekspresi yang
konstan pada semua sampel, di mana ekspresinya tidak dipengaruhi oleh

perlakuan. Analisis perhitungan relatif dapat menggunakan metode Pfaffl.
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BAB III

METODOLOGI PENELITIAN

3.1. Desain Penelitian

Penelitian ini merupakan studi analitik untuk mengetahui peran metilasi DNA
promoter gen WRN dan hubungan antara metilasi DNA promoter gen WRN
dengan ekspresi gen WRN pada kanker payudara. Status metilast DNA promoter
gen WRAN diperiksa dengan melakukan teknik MSP (Methyiation- specific PCR)
dan PCR konvensional sedangkan Ekspresi gen WRN diperiksa dengan Real Time
PCR yang sebelumnya dilakukan Reverse Transcriptase PCR.

3.2. Lokasi Penelitian

Penelitian di lakukan di:

1. Rumah sakit Kanker Dharmais (RSKD).
JI. Let. Jen. 8. Parman kav. 84-86 Slipi Jakarta Barat 11420 Indonesia
sejak bulan November 2009 hingga bulan Juni 2009 untuk pengumpulan
sampel penelitian dan sejak bulan Februari 2010 hingga bulan Mai 2010
untuk pengumpulan data.

2. Laboratorium Stem Cell and Cancer Institute (SCI).
JI. Ahmad Yani no. 2, Pulo Mas, Jakarta Timur 13210 Indonesia sejak
bulan Januari 2009 hingga pertengahan bulan Desember 2009 untuk
kerja di laboratorium dan bimbingan hingga bulan Juli 2010.

3.3. Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi penelitian adalah sampel yang didapat dari spesimen/ jaringan hasil
operast pasien kanker payudara yang menjalant pembedahan di Rumah Sakit
Kanker Dharmais dan secara histopatologik melalui pemeriksaan potong beku,

jaringan dinyatakan menunjukkan gambaran yang sesuai dengan karsinoma
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payudara serta sampel didapat dari pasien yang telah menyetujui dengan mengisi

informed consent.

3.4, Jenis Sampel

Sampel berupa jaringan segar ( berarti belum terkena reagen fiksasi atau

Preservasi ).

3.5. Teknik Pengambilan Sampel

Sampel berdiameter kurang lebih 1 cm. Sampel diambil dari jaringan pada
bagian yang dekat dengan bagian jaringan yang dipakai untuk pemeriksaan
potong beku dan jaringan telah dinyatakan menunjukkan gambaran yang sesuai

dengan karsinoma payudara dan memenuhi kriteria inklusi.

3.6. Subyek Penelitian

Kriteria Inklusi

a. Menjalani operasi di Rumah Sakit Kanker Dharmais pada tahun
2002 dan dari pertengahan bulan November tahun 2008 hingga
pertengahan bulan Juni tahun 2009,

b. Jaringan hasil operasi / pembedahan secara histopatologik
menunjukkan gambaran yang sesuai dengan karsinoma
payudara.

c. Pasien atau keluarga pasien tidak keberatan spesimennya

- dipakai sebagai bahan penelitian dengan menandatangani
lembar informed consent.
Kriteria Eksklusi

a. Pasien atau keluarga pasien menolak spesimennya dipakai
sebagai bahan penelitian.

b. Keadaan spesimen yang ada tidak memenuhi kecukupan untuk
dipakai sebagai bahan penelitian karena harus didahulukan

pemeriksaan rutin Histopatologi Patologi Anatomik.
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3.7. Besar Sampel

Besamya sampel dihitung dengan rumus Single proportion :
(Za) pq
n=—————
d 2
n : total jumlah bahan penelitian.
o : nilai distnbusi normal baku pada tingkat kemaknaan 1-5%,
(pada umumnya 5%), a= 0,05 % dan Z 4475 yaitu : 1,96.
p : proporsi metilasi gen WRN pada penderita kanker payudara
berdasarkan kepustakaan yaitu : 17,2 % — 17 %
q:l-p
d : batas kesalahan .

Diketahui :

a = 196

p = 17%

q=1-17% = 83%

d = 13%
Perhitungan besar sampel :

(1,96 (0,17) (0,83)

= 32 sampel
(0,13)%
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3.8. Bahan dan Cara Kerja

3.8.1. Rekrutmen subyek penelitian

Sampel jaringan kanker payudara yang masuk ke Instalasi Patologi
Anatomik RSKD dari kamar operasi, langsung dilakukan pemeriksaan potong
beku dan setelah dokter spesialis Patologi Anatomik menyatakan bahwa

jaringan tersebut sesuai dengan gambaran karsinoma payudara, serta besar

jaringan yang masih berlebih untuk pemeriksaan rutin Histopatologik di
Instalasi Patologik Anatomik, baru penelitt dapat mengambil untuk sampel
penelitian ini. Pasien / keluarga pasien dengan hasil yang memenuhi syarat untuk
penelitian int dihubungi untuk diminta kesediaannya menanda tangani informed

cansent.

3.8.2. Bahan penelitian

Bahan penelitian adalah spesimen/ jaringan segar yang berasal dari pasien
kanker payudara yang menjalani operasi pengangkatan jaringan payudara di
Rumah Sakit Kanker Dharmais. Bahan penelitian harus disimpan di -80°C. Bahan
penelitian dibagi 2, yaitu untuk isolasi DNA(sebagai bahan mendeteksi metilasi

DNA promoter gen WRN) dan untuk isolasi RNA (sebagai bahan untuk mengukur
tingkat ekspresi gen WRN).

3.8.3. Metode Pemeriksaan
Metode pemeriksaan yang dilakukan sesuai dengan metode pemeriksaan
yang telah dilakukan sebelumnya oleh sentral-sentral penelitian lain.

3.8.3.a. Isolasi DNA

e Alat dan bahan ;
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e Alat: e Tabung Eppendroft

Tip Eppendrof berukuran 100 ul dan 500 pl dan harus yang berfilter.
Alat sentrifuse.

Mikropipet

Rak tabung

Collection Tube yang tersedia di kit isolasi DNA.
Inkubator.

e Bahan: e Jaringan segar
e Kit Jsolasi DNA (High Pure PCR template preparation kit, Roche-
applied-science).
® Isopropanol.

e Proteinase K

e Cara kerja :

Isolasi DNA dilakukan dengan prosedur dari kit isolasi DNA (High Pure PCR
template preparation kit, Roche - applied-science). Bahan penelitian diletakkan
ditabung Eppendrof, serta tambahkan 200 ul Tissue Lysis Buffer dan 40 pl
Proteinase K kemudian diletakkan dioven pada suhu 70° C hingga jaringan
hancur. Beberapa hari kemudian setelah jaringan menjadi hancur, dilakukan
isolasi DNA sesuai dengan prosedur yaitu: ditambahkan 200 ul Binding buffer,
kemudian diletakkan pada inkubator selama 10 menit. Ditambahkan 100 pl
isopropanol, campur sempurna. Disentrifuse pada 8.000 g selama 1 menit (setelah
dipindah ke tube yang ada di kit). Collection tube diganti, ditambahkan 500 ul
Inhibitor Removal Buffer. Disentrifuse pada 8.000 g selama 1 menit. Collection
tube diganti, ditambahkan 500 ul Wash Buffer. Disentrifuge pada 8.000 g selama
1 menit, lakukan 2 kali. Setelah dibuang cairan yang di collection tube,
disentrifuse lagi pada 13.000 g selama 5 menit, tanpa mengganti collection tube.
Collection tube diganti dengan tube Eppendroff 1,5 ml. Dimasukkan 50 ul elution
buffer yang hangat (setelah diletakkan di inkubator suhu 70°C sebelumnya)
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dibiarkan I menit pada temperatur ruangan. Disentrifuse pada 8.000 g selama 1
menit. Ditambahkan lagi 50 ul Elution Buffer dan disentrifuse lagi pada 8.000 g
selama 1 menit. DNA yang didapat sebanyak 100 ul kemudian disimpan di
freezer -80° C , setelah pemberian label. Kuantitas DNA yang ada, dihitung

dengan alat Spektrofotometer.

o Untuk mengontrol kualitas DNA vyang diperoleh, diperiksa dengan

memperlakukan teknik PCR  konvensional menggunakan primer Interferon-
Gamma.” Menurut laporan sebelumnya, primer Interferon-Gamma di disain
untuk mengenali seknen DNA lokus gen Interferon-Gamma (IFN-y) secara
spesifik.’® Terlihatnya produk PCR dari penggunaan primer ini merupakan
indikator bahwa DNA yang terisolasi layak digunakan untuk analisa berikutnya.
Primer Interferon-Gamma yang digunakan adalah sense: 5°- TCT TTT CTT TCC
CGA TAG GT- 3’ dan anti sense adalah 5’- CAG GGA TGC TCT TCG ACC
TC- 3'. Hasil amplikon dari penggunaan primer Interferon-Gamma adalzh se-
besar 150 bp.” PCR sebanyak 35 siklus, 1 menit pada suhu 94° C; 1 menit pada
suhu 50° C; 1 menit pada suhu 70° C. Hasil isolasi DNA yang baik selanjutnya
akan diperlakuan Sodium Bisulfit kemudian diperlakukan metode PCR metilasi
spesifik untuk yang termetilasi atau untuk yang tidak termetilasi (Metode M'SP)25

e I. Perlakuan Sodium Bisulfit (SB)*

e Alat dan Bahan

e Alat : - Mesin PCR - Tip berfilter

- Tube PCR - Mikropipet

- Rak tabung - Tabung Eppendroft
e Bahan : - DNA - Bisulfit kit (Qiagen).
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e Carakerja :
Cara kerja perlakuan sodium bisulfit ini dilakukan sesuai dengan prosedur

Bisulfite kit Handbook (Qiagen) . 20 ul DNA ditambah 85 nl Bisulfit, dicampur
dan ditambahkan 35 pl DNA protect buffer. Dilakukan PCR dengan program
yang sudah ada (sesuai di Bisulfite kit Handbook). Hasil PCR di spin down,
ditransfer ke 1,8 ml tube Eppendroft, dipersiapkan Carrier RNA + 310 pl
H20, divortex dan dimasukkan kebox es. Ditambahkan 560 ul buffer BL yang
mengandung 10 pg/ml Carrier RNA. Ditambahkan 560 pl EtOH 100%, divortex
dan dispin down. Ditransfer sebanyak 630 pl ke spin column (yang disimpan
pada freezer -4°C dan sudah tersedia pada kemasan kit) dan disentrifuse pada
13.000 g selama 1 menit (lakukan dua kali), cairan dibuang. Ditambahkan 500 pl
buffer BW, disentrifuse pada 13.000 g selama 1 menit., cairan dibuang.
Ditambahkan 500 pl buffer BD, diinkubasi 15 menit pada suhu ruangan,
kemudian disentrifuse pada 13.000 g selama 1 menit. Ditambahkan 500 pl buffer
BW, disentrifuse pada 13.000 g selama 1 menit, cairan dibuang (lakukan 2 kali).
Dipindahkan ke collection tube yang baru, sentrifuse pada 13.000 g selama 5
menit, cairan dibuang. Dipindahkan ke tube Eppendrof 1,8 ml, ditambahkan 20
pl  EB, disentrifuse pada 13.000 g selama 1 menit, dilakukan 2 Xkali.
Didapatkan 40 pl DNA vyang sudah diperlakukan sodium bisulfit. Diberi
label dan simpan pada freezer -20° C.

e Untuk mengontrol hasil DNA yang telah diperlakukan dengan periakuan

sodium  bisulfit atau untuk memonitor kualitas konversi DNA oleh sodium
bisulfit, maka DNA yang didapat diperiksa dengan memperlakukan teknik
PCR  konvensional menggunakan primer Myod-1.%
digunakan adalah sense 5°- TGA TTA ATT TAG ATT GGG TTT AGA GAA
GGA- 3" dan  antisense 5’-CCA ACT CCA AAT CCC CTC TCT AT- 3°.
Hasil amplikon primer Myod-1 sebesar 152 bp.”> PCR sebanyak 40 siklus, 30
detik pada suhu 95°C; 30 detik pada suhu 58°C; 30 detik pada suhu 72°C.

Menurut laporan sebelumnya, primer Myod-1 di disain untuk mengenali lokus

Primer Myod-1 yang

gen Myod-1 yang kaya dengan susunan nukleotida Cytosine yang tidak terletak
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pada klaster CG. Apabila perlakuan sodium bisulfit telah berhasil mengkonversi
Cytosine (C) yang tidak termetilasi menjadi Urasil (U), maka primer ini hanya
akan mengamplifikasi hasil konversi sodium bisulfit. Dengan kata lain, primer
ini tidak dapat meng- anneal dengan sekuen Myod-1 yang asli (sebelum
diperlakukan sodium bisulfit) atau berarti perlakuan sodium bisulfitnya gagal.
Dengan demikian, kualitas perlakuan sodium bisulfit dapat diperiksa dengan
menggunakan primer ini, DNA yang sudah diperlakukan sodium bisulfit tersebut
dan yang telah pasti memberikan hasil yang baik setelah di-
periksa menggunakan primer Myod-1 kemudian diperlakukan dengan teknik
PCR konvensional dengan masing - masing primer untuk termetilasi atau

primer untuk tidak termetilasi (Metode MSP) %

e 1II. PCR Metilasi Spesifik_(Metode MSP).*°

o Metilasi

Primer yang digunakan adalah sense: 5°- CGG GTA GGG GTA TCG TTC
GC- 3’, lokasi pada —36 bp dari tempat mulai transkripsi dan antisense: 5-AAC
GAA ATC CAC CGC CCG CC-3° lokasi pada +129 bp dari tempat mulai
transkripsi. Hasil amplikon primer sebesar 165 bp. Teknik ini mengikuti protokol
jurnal sebelumnya,?’ diperlakukan dengan PCR konvensional sebanyak 40 siklus,
30 detik pada suhu 95° C; 30 detik pada suhu 65° C; 30 detik pada suhu 72° C.
Sebagai Kontrol positif yang dipakai yaitu HCT 116 * dan M (+), HCT 116
adalah cell line yang berasal dari kanker kolon dan M (+) adalah DNA dari hasil
isolasi limfosit darah tepi manusia yang sehat, DNA yang didapat ditambahkan
dengan pemberian Sssl metilase (New England Biolabs, Inc. Beverly, Mass,
USA)* berarti DNA yang berasal dari limfosit darah tepi manusia sehat tersebut
telah mengalami metilasi. Sebagai Kontrol negatif yang dipakai adalah : MCF-7 %
dan M (). MCF-7 adalah cell line yang berasal dari kanker payudara. M (-
adalah DNA dari hasil isolasi limfosit sel darah tepi manusia sehat yang tidak
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ditambahkan SsssI metilase.”’ Jumlah sampel yang diperlakukan menggunakan

primer WRN termetilasi sebanyak 60 sampel.

e Tidak termetilasi:

Primer yang digunakan yaitu sense: 5°- GTA GTT GGG TAG GGG TAT TGT
TTG T - 3* dan antisense: 5 - AAA CAA AAT CCA CCA CCC ACCCC -3,
Hasil  amplikon primer sebesar 165 bp. Diperlakukan dengan PCR
konvensional sebanyak 35 siklus, 30 detik pada suhu 95° C; 30 detik pada suhu
60° C; 30 detik pada suhu 72° C. Sebagai kontrol positif adalah BT 549,
MCF-7 dan M (=), BT 549 adalah cell line yang berasal dari kanker kolon dan
sebagai kontrol negatif adalah: HCT 116 dan M (+). Jumlah sampel yang

diperlakukan menggunakan primer WRN yang tidak termetilasi sebanyak 60
sampel. Catatan : Desain primer yang digunakan untuk mengenali gen WRN
yang termetilasi dan gen WRN yang tidak termetilasi memang menghasilkan
produk amplikon yang sama yaitu 165 bp. Kesamaan produk ini tidak berarti
menghasilkan produk PCR vyang tidak spesifik. Hal ini bermaksud agar primer
untuk mengenali status  metilasi atau  tidak metilasi pada gen WRN
mentargetkan lokus yang sama. Bedanya, primer yang di disain untuk mengenali
lokus metilasi memiliki susunan sekuen yang berbeda dari primer yang digunakan
untuk mendeteksit DNA yang tidak termetilasi. Itu sebabnya, spesifisitas dari duva
pasang primer ini selalu di uji pada DNA yang diketahui mengalami metilasi dan

DNA yang diketahui tidak mengalami metilasi.

3.8.3.b. Isolasi RNA

e Alat dan Bahan :
e Alat : - Mortir - Mikropipet
- Tabung Eppendroft - Rak Tabung
- Tip yang berfilter - Sentrifuse 4 C
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e Bahan: - Trizol - Isopropanol - Alkohol 75%
- CHCI3 - RNA kit (Invitrogen).

e Carakerja: lakukan di Laminar air flow

Isolasi RNA dilakukan sesuai dengan prosedur dari kit isolasi RNA (Invitrogen).
Jaringan + trizol ditumbuk hingga hancur, dimasukkan ke tube Eppendrof dan
ditambahkan CHCI3 sebanyak 1/5 x jumlah Trizol yang ditambahkan, kocok 15
kali dengan tangan, inkubasi selama 3 menit pada suhu ruangan, kemudian
disentrifuse pada 4° C 12.000 g selama 20 menit. Diambil bagian atasnya dan
ditambahkan isopropanol dengan jumiah yang sama, diinkubasi selama 10 menit
pada suhu ruangan, kemudian disentrifuge pada 4° C 12.000 g selama 15 menit.
Dibuang supernatan, dicuci pellet RNA dengan memambahkan 1 ml Alkohol
75%, divortex. Disentrifuse pada 4° C 8.000 g selama 5 menit, dilakukan 2
kali. Dibuang supernatan, dikeringkan pellet. Ditambahkan elution buffer
sebanding dengan banyaknya pellet. Dimasukkan ke inkubator 60° C selama 10
menit , Diberi label dan disimpan pada freezer -80° C. Kuantitas RNA yang ada,
dihitung dengan alat Spektrofotometer dan beberapa RNA yang ada juga di
elektroforesis. Sebelum melakukan pemeriksaan ekspresi dengan Real - Time
PCR, RNA yang telah didapat dirubah dulu menjadi cDNA dengan Reverse
Transcriptase menggunakan kit AMV (Roche). Jumlah RNA yang dipakai
diperhitungkan sebanyak 250 ng dari hasil perhitungan kuantitasi dengan alat
Spektrofotometer dan dibuat menjadi menjadi 20 pl cDNA.

e Alat dan Bahan :

e Alat: - Tabung Eppendrof 100 pui
- Rak - Mesin PCR.
- Tip putih dan tip kuning.
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: -H20 - AMV kit (Roche).

- Random Hexamer

e Carakerja :
Perubahan RNA menjadi ¢cDNA dilakukan sesuvai dengan prosedur dari AMV

kit (Roche). 11 pl (RNA + H20) + 2ul Random Hexamer + 7ul AMV 1t; 10
detik pada suhu 65° C; 60 detik pada suhu 42° C; 10 detik pada suhu 65° C.

3.8.4. Amplifikasi cDNA menggunakan Real - Time PCR

¢ Alat dan Bahan :

o Alat: -RTPCR tube - Tip putih, kuning, dan biru.
- Mikropipet - Mesin PCR.

e Bahan: Primer WRN
Primer B-actin

Kapa HiFi Hotstart (Kapa Biosystem).

e Cara kerja :

¢DNA diamplifikasi dengan menggunakan alat Real - Time PCR (Corbett) dengan
protokol reaksi yang sudah dioptimalisasi, berguna untuk pemeriksaan ekspresi,
dilakukan dengan Real-Time PCR sebanyak 40 siklus, 20 detik pada suhu 98°C;
20 detik pada suhu 60°C; 30 detik pada suhu 72°C. Primer P-actin yang dipakai
adalah: sense 5°-CCT CGC CTT TGC CGA TCC- 3’ dan antisense 5’- GGA ATC
CTT CTG ACC CAT GC- 3°, hasil amplikon yang akan dihasilkan dari primer ini
sebesar 204 bp.94 Sedangkan primer WRN untuk ekspresi yang digunakan yaitu
sense: 5'- GGA TCA GCA CAG TCA GAA AAT GTT CT - 3’ dan antisense: 5°-
GGA TAG ATT CAG TTT CCT AAG TTC ACC- 3’, hasil amplikon yang akan
dihasilkan dari primer ini sebesar 513 bp.”® Perlakuan di Real-Time PCR harus
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selalu bersamaan antara B-actin dengan WRN dan setiap kali jalan harus ada

kontrol positif dan NTC (no template control).

Dengan Real Time PCR diperoleh nilai efisiensi dan Cycle Threshold (Ct).
Analisis ekspresi gen dinilai secara “relative quantification” sehingga diperoleh

nilai kadar relatif mRNA, dengan menggunakan metode Pfaffl dengan rumus
sebagat berikut :

ACtarget ( calibrator— test }

( E target )
oD B YV At .

ACt ref { calibrator — test )

(E ref)

Keterangan :

Target = gen WRN
Referensi = gen f-actin
Calibrator = BT 54

Test = sel kanker payudara.

3.9. Analisis Data

Evaluasi hubungan metilasi DNA dengan ekspresi gen WRN dilakukan
dengan uji statistik Mann Whitney U. Sedangkan untuk evaluasi hubungan data
klinik dengan peristiwa metilasi dan peristiwa tidak metilasi dilakukan dengan uji

Fisher. Analisis data dilakukan dengan menggunakan program soffware SPSS
16.0
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BAB IV
HASIL PENELITIAN
Dan

PEMBAHASAN

4.1. Karakteristik Subyek Penelitian

Subyek penelitian ini menggunakan sampel jaringan segar kanker
payudara dari pasien-pasien di Rumah Sakit Kanker Dharmais. Jumlah
sampel penelitian yang dipakai sebanyak 64 buah sampel dengan perincian:

sebesar 20 buah sampel (31,25%) berasal dari tahun 2002 dan sebesar 44

~ buah sampel penelitian (68,75%) berasal dari pertengahan bulan November

tahun 2008 hingga pertengahan bulan Juni tahun 2009.

4.2. Demografi Subyek Penelitian

Dari 64 buah sampel penelitian, dari demografi usia: usia termuda
sampel penelitian adalah 25 tahun dan usia tertua sampel penelitian adalah
72 tahun. Mean data usia sebesar 46,05 dan median data usia adalah 45,5.
Kelompok usia 30 - 40 tahun jumlahnya sama banyak dengan kelompok
usia 40 — 50 tahun dan merupakan jumlah yang terbanyak.
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Data Klinik Total Sampel
N (%)
1. Usia a. <= 40 tahun 21 (35%)
b. > 40 tahun 39 (65%)
2. Pemeriksaan IHC:
a.ER () 11 (22.92%)
b.ER () 37 (77.08%)
¢.PR (+) 12 (25%)
d. PR (- 36 (75%)
e. Her 2 (+) 24 (50%)
f. Her2 (-) 24 (50%)
g.p53 (+) 18 (38.30%)
h.p53 () 29 (61.70%)

i. Triple negatif

aT=1&2
b.T=3&4
c.N=0
dN=1&2
e M=0
fLM=1

15 (31.25%)

27 (71.05%)
11 (28.95%)
21 (53.85%)
18 (46.15%)
25 (96.15%)

1 (3.85%)
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4.3, Status DNA

Dari 64 buah sampel jaringan kanker payudara yang digunakan - -

untuk penelitian ini, sebanyak 60 (93,75%) buah sampel berhasil
mendapatkan DNA yang baik dari hasil isolasi DNA. Hal ini disebabkan :

a. 4 buah sampel tidak memberikan hasil isolasi DNA yang
berkualitas baik setelah dilakukan pemeriksaan dengan teknik PCR

konvensional menggunakan primer Interferon y,”> yaitu untuk nomor sampel
57,89
b. setelah DNA diperlakuan proses perlakuan Sodium Bisulfit dan
yang tidak memberikan hasil yang baik setelah diperiksa dengan
memperlakukan teknik PCR konvensional menggunakan primer MyoD-lg“
yaitu untuk nomor 5, 7, 8, 9 (6,25%) juga.

Semua hasil isolasi DNA (sebelum diperiksa dengan primer
Interferon-Gamma) divkur serapan cahayanya dengan sinar UV dengan
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm kemudian dilakukan juga
elektroforesis DNA pada gel agarose 2,5% sebanyak 20 ul tapi hanya untuk

beberapa sampel saja.

Elektroforesis DNA

21 22 24 27 28 30 45 46 48. 49 50 ftyr

200bp

100bp

Gambar 4.1. Hasil isolasi DNA di elektroforesis pada gel agarose 2,5%.
No. 21, 22, 24, 27, 28,30,45,46,48,49,50 adalah sampel
Mar = Marker
100 bp, 200 bp adalah ukuran jenjang DNA

Hubungan metilasi..., Rini Agustien Tandjung, FK Ul, 2010 . . .
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4.3.1. PCR dengan Primer Interferon - Gamma 9
Berguna untuk mengecek kualitas hasil isolasi DNA yang didapat.
Jadi sampel penelitian yang mempunyai hasil PCR sebesar 150 bp berarti
DNA yang didapat dari hasil isolast cukup baik kualitasnya untuk
diperlakukan proses selanjutnya, yaitu proses perlakuan Sodium Bisulfit
(SB) dan perlakuan PCR Metilasi Spesiftk (MSP).

Hasil PCR dengan Primer
Interferon Gamma

Buff 33 34 35 36 37 38 45 Mar

" 200bp

150bp
i00bp

Gambar 4.2 DNA hasil PCR dengan Primer Interferon- Gamma
sebesar 150 bp.

Buff. = buffer, sebagai NTC (no template control)
Mar = marker
100 bp, 200 bp adalah ukuran jenjang DNA

4.3.2. Perlakuan Sodium Bisulfit.”’

Perlakuan Sodium Bisulfit berfungsi untuk mengkonversi cytosine
yang tidak termetilasi menjadi urasil, sedangkan cytosine yang
termetilasi tetap menjadi cytosine. DNA awalnya didenaturasi dengan
perlakuan alkali, DNA beruntai tunggal dengan Sodium Bisulfit mengubah
residu cytosine (C) menjadi urasil (U) karena deaminasi spontan sedangkan
5 metil cytosine tidak bereaksi. Urutan DNA ini kemudian diamplifikasi
oleh PCR dengan primer spesifik untuk DNA yang telah dirubah oleh

perlakuan sodium bisulfit.

Hubungan metilasi..., Rini Agustien Tandjung, FK Ul, 2010 . . .
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Gambar 4.3 Proses Perlakuan Sodium Bisulfit
Keterangan proses yang terjadi :

1. Denaturasi

II. Reaksi Sodium Bisulfit yang terdiri dari :

NH, @ 0

H
N \50y S0,

 BEGARLTAG L TRUTOCRASCGUTUEAN - -

TR R AT N A A SRS AC (.,

NH, m @ 0

+ + H H

HN)j‘ HSO3  HN H HO H H oW mf‘j

A O A AT Y A P
! ) N }

Cytosin Cytosin-
sulphonal

Uracil-
sulphonat

51

Uraci

Keterangan gambar: 1.  Sulfonasi.

2. Deaminasi Hidrolitik.

3. Desulfonasi Alkali.

Amplifikasi PCR
IV. Metode PCR metilasi spesifik (Teknik MSP).
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4.3.3. PCR dengan Primer Myod-1 (Myogenic Differentiation 1).**

Berfungsi untuk menguji kualitas DNA setelah dilakukan perlakuan
Sodium Bisulfit dan untuk membuktikan apakah DNA telah terkonversi
dengan baik. Tujuannya adalah untuk memastikan bahwa setiap cytosine
(C) yang termetilasi tetap sebagal cytosine, sedangkan cytosine (C) yang
tidak termetilasi akan berubah menjadi urasil (U). Apabila perlakuan sodium
bisulfit tidak sempurna maka cytosine yang tidak termetilasi tetap menjadi
cytosine dan tidak berubah menjadi urasil, akibatnya ketika dilakukan
proses Polymerase chain reaction Metilasi Spesifik (MSP) akan
memberikan hasil positif yang salah (*false positive”). Untuk menguji
kualitas DNA setelah perlakuan sodium bisulfit, kami menggunakan Primer
Myod-1 (Mpyogenic Differentiation 1) seperti yang telah dipublikasi
sel:-elumn),ra94 karena situs gen Myod-1 ini diposisikan pada untai sekuens
yang kaya dengan cytosine {C). Apabila perlakuan sodium bisulfit terjadi
dengan baik maka setiap cytosine (C) pada situs gen Myod-/ akan berubah
menjadi urasil (J), yang properti kimianya mirip dengan timin (T). Primer
Myod-1 yang dipakai hanya akan berhidridisasi (atau “amneal”) dengan
timin (T), bukan dengan cytosine (C). Oleh karena itu jika proses sodium
bisulfit gagal, dimana C tetap sebagai C, sebagai akibatnya Primer Myod-1
ini tidak dapat berhibridisasi, oleh karena primer ini memerlukan timin (T)
untuk dapat berhibridisasi dengan baik., berarti DNA yang memberikan
hasil tersebut dapat diperlakukan untuk proses selanjutnya yaitu perlakuan
PCR Metilasi Spesifik (MSP).
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Hasil PCR untuk Kontrol dengan
Primer Myod-1

B 200bp

100bp

Gambar 4.4. DNA dengan hasil PCR primer Myod-1
sebesar 152 bp untuk kontrol.
HCT , M (+), MCF dan M (-) yang diperlakukan
sodium bisulfit akan memberikan hasil positif,

tapi HCT yang tidak di sodium bisulfit (non SB)
akan memberikan hasil negatif

Buff. =buffer (NTC), Mar = marker
SB = sodium bisulfit.

Hasil PCR untuk Kontrol dan Sampel
dengan Primer Myod-1

152bp

100 bp

Gambar 4.5. DNA dengan hasil PCR primer Myod-1
sebesar 152 bp untuk kontrol dan sampel.
HCT = kontrol, no. 20, 44 = sampel penelitian
(sudah di sodium bisulfit) = hasil posttif
HCT yang tidak di sodium bisulfit = hasil negatif
Buff. = buffer (NTC), Mar = marker
SB = sodium bisulfit.
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Sebagaimana terlihat pada gambar 4.4. dan gambar 4.5., amplifikasi
dengan primer Myod-1 berhasil pada sampel yang telah diperlakukan
sodium bisulfit. Hal ini menunjukkan bahwa primer Myod-1 yang
digunakan memang spesifik untuk mengenali sampel DNA yang telah
terkonversi. Dengan demikian apabila tidak terlihat produk PCR sebesar
152 bp®* maka pada sampel penelitian tidak terjadi konversi sodium bisulfit
yang baik sehingga perlu diulang,

4.3.4. PCR Metilasi Spesifik (MSP).”

Polymerase chain reaction Metilasi Spesifik (MSP) adalah sebuah
teknik yang berfungsi unfuk mendeteksi CpG promoter hipermetilasi.
Teknik ini adalah perlakuan MSP yaitu perlakuan dengan teknik PCR
konvensional menggunakan primer yang spesifik untuk yang termetilasi

atau primer yang spesifik untuk yang tidak termetilasi.

4.3.5. Kontrol M (+) dan M (-).

Kontrol ini berfungsi sebagai kontrol positif dan negatif. Kedua
kontrol ini dipakai bertujuan untuk mendapatkan ketepatan yang lebih
mendekati antara kontrol dengan sampel penelitian yang juga berasal dari
manusia. Baik M (+) dan M (-) juga harus diperlakukan sodium bisulfit.
Disamping itu juga dipakai kontrol cell line HCT 116 dan cell line MCF 7
karena berdasarkan jumnal yang sebelumnya® juga memakai kontrol ini,
hasil yang didapat dari jurnal sebelumnya adalah sebagai berikut cel/ line
HCT 116 memberikan hasil positif untuk gen WRN yang termetilasi dan cell
line MCF 7 memberikan hasil positif untuk gen WRN yang tidak termetilasi
(kami pun mendapatkan hasil yang sama). Kontrol cell line yang

dipergunakan juga harus diperlakukan sodium bisulfit.
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4.3.6. PCR dengan Primer Metilasi

Berfungsi untuk mengenali gen WRN yang termetilasi.
Amplikon yang terjadi sebesar 165 bp.

Hasil PCR untuk Kontrol yang termetilasi

Gambar 4.6. Hasil PCR untuk Kontrol yang termetilasi dengan
primer yang termetilasi, sebesar = 165 bp.
Mar = marker,
Buff = buffer (NTC = no template control).
HCT dan M (+), hasil positif = kontrol positif
BT, MCF, M (-), hasil negatif = kontro! negatif

Hasil PCR untuk Kontrol dan Sampel yang
Termetilasi

Gambar 4.7. Hasil PCR untuk Kontrol dan sampel vang
termetilasi dengan primer yang termetilasi
sebesar 165 bp.

HCT kontrol positif, = Mar = marker,
Buff = buffer = NTC (no remplate control).
No. 40, 42, 43, 44, 45, 46 = sampel penelitian
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4.3.7. PCR dengan Primer Tidak Termetilasi.

Berfungsi untuk mengenali gen WRN yang tidak termetilasi, amplikon
yang dihasilkan sebesar 165 bp.

Hasil PCR untuk Kontrol yang
Tidak Termetilasi

e _. — T 7
IR (AR NI B TSN CHUSE VS

165bp

Gambar 4.8. Hasil PCR untuk Kontrol yang tidak termetilasi,

dengan primer yang tidak termetilasi,sebesar 165 bp.
Mar = marker,

Buff =NTC (no template control)
HCT dan M (+) sebagai kontrol negatif
BT, MCF dan M (-) sebagai kontrol positif

Hasil PCR untuk Kontrol dan Sampel
yang Tidak Termetilasi

100bp

Gambar 4.9. Hasil PCR untuk Kontrol dan Sampel yang tidak
termetilasi, dengan primer yang tidak termetilasi
sebesar 165 bp. BT dan MCF = kontrol positif.
No. 1,2,3,4,10,11,13,14,16,17,19,20,22,23 24 25 =
sampel penelitian. Buff = NTC. Mar = marker.
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Hasil: didapat 9 sampel yang termetilasi (15%) dari 60 sampel yang dipakai
untuk penelitian. Dari 9 sampel yang termetilasi, umur sampe! penelitian
yang termetilasi adalah 6 sampel penelitian yang umurnya dibawah dan

sama dengan 40 tahun (28,57%) dan 2 sampel yang umurnya diatas 40
tahun (5,13%).

4.4. Ekspresi mRNA WRN dengan Reverse Transcriptase PCR.

Sebanyak 60 sampel penelitian diisolasi RNA, untuk hasil RNA yang
didapat, semua diukur serapan cahayanya dengan sinar UV dengan panjang
gelombang 260 nm dan 280 nm kemudian dilakukan juga elektroforesis

DNA pada gel agarose 2,5% sebanyak 20 ul {fapi hanya untuk beberapa
sampel.

Elektroforesis RNA

Gambar 4.10. Hasil Isclasi RNA di elektroforesis pada gel Agarose 2.5%
Mar = marker.

100 bp dan 200 bp adalah ukuran jenjang DNA.

No. 13, 14, 16,18, 26,28,31,51 = sampel penelitian
Semua sampel yang berjumlah 60 buah sampel, hasil isolasi RNA dibuat
dulu menjadi cDNA. Semua sampel dilakukan pemeriksaan dengan
Real-Time PCR untuk menghasilkan ekspresi dan dipakai Primer (-actin
sebagal kontrol. Fungsi dari pemeriksaan dengan primer B-actin sebagai
kontrol untuk melihat jumlah ¢cDNA.** Untuk sampel yang Primer f-actin

nya memberikan hasil yang negatif yaitu nilai E < 1,6 berarti sampel
tidak dapat dipakai.
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B-actin
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Gambar 4.11. Nilai C(t) gen B- actin dan gen WRN
HCT 116 dan BT 549 = kontrol positif
Buff = NTC = no template control
Mar = marker

No. 29, 33,40 = sampel penelitian.
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Gambar 4. 12. Melting Curve gen B- actin dan gen WRN
HCT 116 dan BT 349 = kontrol positif.

Mar = marker, Buff = NTC ( no template control)
No. 29,3340 = sampel penelitian.
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Ekspresi B-actin dan WRN

B ttin WRN-
204 bp 100bp 513 bp

Gambar 4.13. Ekspresi gen B-actin dan gen WRN dengan elektroforesis
pada agarose 2,5% secara PCR konvensional.
DNA gen B- actin sebesar 204 bp, DNA gen WRN sebesar
513 bp. No. 29, 33,40 = sampel penelitian
HCT dan BT sebagai kontrol positif
Mar = marker, Buff. = buffer = NTC
100 bp sebagai ukuran jenjang DNA

Dari 60 sampel yang diperiksa dan memberikan hasil ekspresi B-actin yang
positif, berarti ekspresi RNA dapat dinilai sebanyak 49 buah sampel
(81,67%) dan ada 11 buah sampel penelitian yang memberikan hasil
ekspresi B-actin negatif (18,33%) berarti ekspresi mRNA tidak dapat dinilai.

Hasil terakhir yang didapat setelah dihubungkan antara hasil metilasi
DNA dengan hasil ekspresi mRNA adalah sebagai berikut: 7 sampel
penelitian yang termetilasi dengan hasil ekspresi B-actin yang positif berarti
ekspresi mRNA dapat dinilai, sedangkan 2 sampel penelitian yang
termetilasi tetapt hasil B-actin negatif berarti ekspresi mRNA tidak dapat
dinilai. Untuk sampel penelitian yang tidak termetilasi sebanyak 60 buah
sampel hanya 42 buah sampel yang memberikan hasil ekspresi B-actin yang

positif berarti ekspresi mRNA dapat dinilai hasil ekspresinya.
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BAGAN HASIL PENELITIAN
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Gambar 4.14. Bagan Hasil Penelitian
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Tabel 4.2. Ekspresi untuk gen WRN yang termetilasi

Nomor Sampel

Ekspresi Rata-rata Ratio WRN/ B-actin

18
31
38
40
43
45
58

0,21
1,25
0,00
0,00
4,62
0,00
0,21

Tabel 4.3. Ekspresi untuk gen WRN yang tidak termetilasi

Ekspresi Rata-rata Ratio

Ekspresi Rata-rata Ratio

Nomor WRN / B-actin Nomor WRN / B-actin
Sampel TIDAK METILASI Sampel TIDAK METILASI
2 0,63 33 26,59
3 0,16 35 0.00
4 1,5 36 0.00
10 1,99 41 1,27
13 0,49 42 0,65
14 1,01 44 4,32
16 9.34 46 0,84
17 3,51 48 0.00
19 9,81 49 0,73
20 0,88 50 2,31
21 0.00 51 0,53
22 1,55 52 1,44
23 0.00 54 2,05
24 27,75 59 6,49
25 1,38 61 0.00
26 1,88 62 0.00
27 0,21 63 0.00
28 6,1 64 0,02
29 0,37 65 0.00
30 0,41 66 0,87
32 0,74 67 0,32

Hubungan metilasi..., Rini Agustien Tandjung, FK Ul, 2010

Universitas Indonesia



Perbandingan ekspresi m RNA WRN per f3-actin:

Uji Mann Whitney U
P=0.61

Methylated vs.unmethylated

40=
-
Ratio 304 -
mRNA
expression
WRN/B- 20+
Actin
FrHTAON 1 0- - .-
L
~ =
ol ees  sdiiepilee
o>
;@“ &
5 3
OS5

Gambar 4.15. Hubungan Metilasi dengan Ekspresi

Dari hasil analisis data dengan menggunakan uji Mann Whitney U pada
penelitian ini didapatkan hasil bahwa ekspresi gen WRN yang terjadi jika
dihubungkan dengan peristiwa metilasi DNA gen WRN dan peristiwa tidak
termetilasi DNA gen WRN : menurut hipotesa, sampel yang menunjukkan
adanya metilasi DNA gen WRN diperkirakan mengalami pembungkaman
atau penurunan ekspresi mRNA gen WRN, karena proses metilasi pada
promoter menghambat proses transkripsi. Namun gambar 4.15 justru
menunjukkan bahwa tidak ada perbedaan yang berarti pada tingkat ekspresi
gen WRN pada kelompok sampel yang tidak termetilasi maupun pada
kelompok sampel yang termetilasi. Hal ini menimbulkan asumsi bahwa
kemungkinan terjadinya peristiwa epigenetik tidak hanya disebabkan oleh
peristiwa metilasi tetapi juga disebabkan oleh peristiwa modifikasi histon.
Penemuan ini juga pernah ditemukan sebelumnya pada gen TWIST 1,
dimana metilasi pada gen TWIST 1 tidak diikuti oleh penurunan ataupun

pembungkaman ekspresi mRNA nya.
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Tabel 4.4. Hubungan data Klinik dengan gen WRN yang termetilasi dan

gen WRN yang tidak termetilasi

P
Data Ket. WRN met. WRN unmet. value OR 95%ClI
Klinik
134
usia <= 40 6 (28.57%) 15(71.43%) 0.02 7.40 40.88
> 40 2 (5.13%) 37 (94.87%)
ER Positif 2 (18.18%) 9 (81.82%) 0.22
Negatif 2 (5.41%) 35 (94.59%)
PR Positif 0 (0%) 12 (100%) 0.56
Negatif 4 (11.11%) 32 (88.89%)
Her2 Positif 1 (4.17%) 23 (95.83%) 0.61
Negatif 3 (12.50%) = 21 (87.50%)
p33 Positif 1 (5.56%) 17 (94.44%) 1.00
Negatif 3 (10.34%) 26 (89.66%)
Triple  Positif 2 (13.33%) 13 (86.67%) 0.30
Neg. Negatif 2 (5%) 38 (95%})
TNM T1-2 3 (11.11%) 24 (88.89%) 1.00
T3&4 1 (12.50%) 10 (87.50%)
NO 1 { 4.76%) 20 (95.24%) 0.59
N1&2 2 (11.11%) 16 (88.89%)
MO 2 (8%) 23 (92%) 1.00
M1 0 (0%) 1 (100%)

Dari hasil uji Fisher yang dilakukan :

a. Untuk hubungan antara kelompok usia dengan kelompok gen WRN yang

termetilasi dan gen WRN yang tidak termetilasi memberikan hasil yang
signifikan dengan P = 0.02, OR = 7.40 dan 95% Cl = 1.34 — 40.88 berarti

ada hubungan diantara kedua kelompok tersebut yang dapat diterima

sedangkan

b. Untuk hubungan kelompok hasil pemeriksaan IHC dan kelompok TNM

dengan gen WRN yang lermetilasi dan gen WRN yang tidak termetilasi tidak

memberikan hasil yang signifikan (tidak ada hubungan).
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KESIMPULAN DAN SARAN

5.1. Kesimpulan
1. Gen WRN yang termetilasi pada pasien kanker payudara di Rumah Sakit
Kanker Dharmais sebesar 15%.
2. Tidak ada hubungan antara gen WRN yang termetilasi dan gen WRN yang
tidak termetilasi dengan ekspresi mRNA nya masing-masing.
3. Terjadinya peristiwa metilasi DNA promoter gen WRN pada kanker

payudara berkaitan dengan usia yang muda.

5.2. Saran

1. Diharapkan penelitian ini dilanjutkan dengan memperbanyak jumlah
sampel penelitian berumur dibawah dan atau sama dengan usia 40 tahun
guna mengkonfirmasi asosiasi antara metilasi dengan usia muda.

2. Diharapkan dilakukan pemeriksaan ekspresi mRNA gen WRN pada sampel
penelitian non keganasan (contoh pada sampel pasien FAM) untuk
mempelajari pola ekspresi gen WRN.

3. Sebaiknya juga dilakukan pemeriksaan asetilasi untuk lebih memperjelas
tipe sel yang mengekspresikan gen WRN pada jaringan payudara sehingga
dapat lebih mengetahui hubungan antara peristiwa metilasi yang terjadi
dengan ekspresinya.

4. Dilakukan penelitian perbandingan tingkat kesembuhan dan / atau
kesintasan hidup antara pasien kanker payudara akibat metilast DNA gen
WRN dengan pasien kanker payudara akibat yang tidak termetilasi gen
WRN setelah kedua kelompok diberi perlakuan obat kemoterapi yang
sama. Hal ini dilakukan karena laporan sebelumnya menunjukkan adanya
perbedaan hasil pengobatan kemoterapi pada kelompok pasien kanker
kolorektal yang mengalami metilasi gen WRN dengan kelompok yang

tidak mengalamt metilasi.
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Daftar Pl_ﬂ_i_l__ner yang digunakan

Nama Primer

Sense

Antisense

Primer Interferon
Gamma

S’>-TCTTTT CTT TCC
CGA TAG GT-3°

5°- CAG GGA TGC
TCTTCGACCTC-3

Primer Myod-1

(Myogenic
Differentiation 1)

5-TGATTA ATT
TAG ATT GGG TTT
AGA GAA GGA- 3

5’-CCA ACT CCA
AAT CCCCTC TCT
AT-3".

Primer Metilasi

5’- CGG GTA GGG
GTATCGTICGC -3°

5’- AAC GAA ATC
CACCGC CCGCC -
k,

Primer Tidak
Termetilasi

5’- GTA GTT GGG
TAG GGG TAT TGT
1TTGT-3’

5-AAA CAA AAT
CCACCA CCC ACC
CC-3"

Primer B-actin

5-CCT CGC CTIT
TGC CGA TCC-3°

5°- GGA ATCCTT
CTGACCCAT GC-3

5~ GGA TCA GCA

5’-GGA TAG ATT

Primer WRN CAG TCA GAA AAT | CAGTIT CCT AAG
ekspresi GTICT-3¥ TTC ACC-3
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LAMPIRAN

INFORMASI PENELITIAN
Hubungan Metilasi dan Ekspresi Gen WRN
Pada Pasien Kanker Payudara di Rumah Sakit Kanker Dharmais

Kanker payudara sebagai jenis kanker yang paling banyak ditemui pada wanita.
Setiap tahun lebih dari 250.000 kasus baru kanker payudara terdiagnosa di Eropa
dan kurang lebih 175.000 di Amerika Serikat. Belum ada data statistik yang
akurat di Indonesia, namun data yang terkumpul dari rumah sakit Kanker
Dharmais menunjukkan bahwa kanker payudara menduduki rangking pertama
diantara kanker lainnya pada wanita. Kanker payudara penyebab utama kematian
pada wanita akibat kanker. Kami, sebagai peneliti di Rumah Sakit Kanker
Dharmais (RSKD) sedang melakukan penelitian “Studi Genetik Pada Kanker
Payudara™.

Penelitian ini bertujuan untuk menilai status genetik di jaringan tumor pasien yang
secara Histopatologik telah dinyatakan sebagal jaringan karsinoma payudara.
Pengetahuan genetik tentang kanker diperkirakan dapat mendukung strategi
pengobatan kanker payudara untuk dapat lebih efektif di masa depan baik untuk
menentukan prognesis maupun sebagai faktor prediksi.

Kami menawarkan kepada Ibu/Saudari yang sedang menjalani pengobatan kanker
payudata dengan operasi vntuk berminat ikut serta dalam penelitian ini.
Responden tidak diminta bayaran dan tidak akan mendapat ganti rugi karena juga
tidak akan ada efek samping atau resiko. Biaya pemeriksaan laboratorium yang
berkaitan dengan penelitian ini akan menjadi tanggungan pihak penyelenggara
sepenuhnya.

Ibu/Saudari bebas menolak untuk ikut dalam penelitian ini, tetapi jika Ibu/Saudari
bersedia ikut, maka akan dimintakan untuk menanda-tangani formulir persetujuan.

Untuk kepentingan pengumpuian data penelitian ini, kami menggunakan bahan
Jaringan sisa operasi Ibu/Saudari. Untuk keperluan pemeriksaan contoh bahan
jaringan di atas, kami membutubkan ijin tertulis dari Jbu/Saudari secara sukarela.

Peneliti akan merahasiakan semua data identitas Ibu/Saudari. Bila Ibuw/Saudarn
memerlukan penjelasan lebih lanjut, Ibu/Saudari dapat menghubungi Peneliti
setiap saat. Berikut nama dan alamat Peneliti yang dapat dihubungi:

RINI AGUSTIEN TANDJUNG
RUMAH SAKIT KANKER DHARMAIS
J1. Letjen S. Parman Kav. 84 — 86, jakarta 11420
Telp. 021-5681570 ext. 2066; Fax 021-5681579
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LAMPIRAN

FORMULIR PERSETUJUAN

Saya telah membaca dan mendengarkan penjelasan mengenai Penelitian “Studi
Genetik pada Kanker Payudara™. Saya sudah mengerti mengenai semua
pemeriksaan dan saya bersedia ikut dalam penelitian ini.

Dengan menanda-tangani formulir ini, saya menyatakan bersedia ikut dalam
penelitian ini secara sukarela. I.embar informasi telah saya terima.

Tanda Tangan Pasien: Tanda Tangan Saksi:

Nama Lengkap

................................................................
ARl e, wam g A A
.................................................................
.................................................................
.................................................................
.................................................................

No telepon

-----------------------------------------------------------------
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Nama
Tempat dan Tanggal Lahir

Alamat

Agama

Pekerjaan

Riwayat pekerjaan

Sumber dana penelitian tesis
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: Pegawai Negeri Sipil Rumah Sakit Kanker

Dharmais
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® Pengawasan Obat dan Makanan
# Instalasi Patologi Anatomi Rumah Sakit
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Draft Artikel Majalah Kedokteran Indonesia

Hubungan Metilasi dan Ekspresi gen WR/N pada pasien kanker payudara
di Rumah Sakit Kanker Dharmais
Rini Agustien Tandjung*, Samuel J. Haryono*, Ahmad Rusdan H. Utomo**
* Rumah Sakit Kanker Dharmais
** Stem Cell and Cancer Institute

Latar Belakang: Akhir-akhir ini peristiwa epigenetik turut berperar menjadi penyebab keganasan, Peristiwa
epigenctik meliputi metilasi DNA dan modifikasi histon. Gen penckan tumor adalah salah satu golengan gen
vang merupakan target utama kervsakan DNA. Contohnya gen penckan tumor dapat tidak berfungsi karena
termutasi, termetilasi dan mengalami LOH (Leoss of heterozygosity), gen WRN adelah termasuk gen penckan
tumor. Gen WRN termuotasi pada penyakit Wemer Syndrome, gen WRN vang terletak pada kromosom 8p
11.2-12 sering mengalami LOH dan pada lokus genetik ini terdapat pada pasien usia muda kanker payudara,
laporan terakhir menyatakan bahwa gern WRN dapat mengalami metilasi, semua kejadian pada gen WRN
tersebut dapat mengarah ke kanker,

Tujuan: Penelitian ini untuk mengetahui karakteristik status gen WRN yang termetilasi pada pasien kanker
payudara di Rumah sakit Kanker Dharmais dan hubungan gen RN yang termetilasi tersebut dengan ckspresi
mRNA nyva,

Desain: Analitik.

Metode: Jaringan segar kanker payudara di isolasi schingga didapat DNA dan RNA. Untuk mengecek
kualitas DNA yanpg didapat dilakukan PCR konvensional dengan primer Interferon-Gamma. Dilanjutkan
perlakuan sodium bisulfit, untuk mengkonversi sitosin yang tidak termetilasi menjadi urasil sedangkan sitosin
yang termetilasi tetap menjadi sitosin, Primer myod-1 untuk megeeek hasil perlakuan sodium bisulfit
kemudian dilakukan teknik MSP dengan masing-masing Primer metilasi dan Primer tidak metilasi. RNA
vang didapat di reverse transcriptase menjadi ¢DNA kemudian di perlakukan bersama cDNA B-actin
diperiksa dengan Real Time PCR. Uji Mann- Whitney U dipakai untuk menguji hubungan antara gen WRN
yang termetilasi dengan ekspresi mRNA dan uji Fisher untuk menguji hubungan amara gen WRN yang
termetilasi dengan data klinik meliputi usia penderita, hasil pemeriksaan Immunohistokimia (ER. PR, Her2,
p53) dan TNM.

Hasil: Gen WRN yang termetilasi sebanyak 9 sampel dari 60 sampel (15%). Ekspresi mRNA yang dapat
dinilai datanya sebanyak 49 sampel dari 60 sampel {81,67%) dan Rasio ckspresi WRN terhadap B-actin
sekitar 0,00 hingga 27,75,

Kesimpulan: Tidak ada hubunpgan antara gen RN yang termetilasi dengan ckspresi mRNA dengan P = 0,61
dan tidak ada hubungan antara gen yang tcrmetilasi dengan data klinik yang terdiei dari hasil pemeriksaan
ER, PR, Her2, Triple negatif, p53, dan TNM, tapi ada hubungan yang signifikan antara usia penderita yang
muda (dibawah dan sama dengan 40 tahun) dengan gen WRN yang termetilasi dengan P = 0,02,

Kata kunci: kanker payudara, metilasi DNA promoter, ¢kspresi gen WRN

Background: Epigenctic events including DNA methylation and histone modifications contribute to the
causc of malignancy. Tumor suppressor genes belong to class of genes which may be subjecied to DNA
damage or medification. For instance, tumor suppressor gene may be inactivated by mutation, methylation
and LOH ( Loss of heterozigosity), the WRN pene is an cxample of wumer suppressor gene. Mutated in the
premature aging Wemer syndrome, WRN gene is [ocated on chromosome 8p 11.2-12. Futhermore, LOH in
this genetic locus is found in a subset of carly onset breast cancer paticnts. Recent report also indicated that
WRN gene may be susceptible to methylation. These data suggest that RN gene inactivation may lead to
Cancer.

Objective : This study aims 10 examine the characteristic of a methylation status of WARN gene in breast
cancer patients at Dharmais National Cancer Hospital and the relationship between WRN gene methylation
with its mRNA expression,

Design: Analytical.

Methods: DNA and RNA were isolated from archieved frozen breast cancer tissue sample. DNA quality was
checked by PCR amplification of Interferon-gamma gene. To determine promoter methylation, DNA was
treated with bisulfite to distinguish methylated cytosine tfrom unmethylatated ones. The quality of converted
DNA was determined by amplification of Myod-i locus with contain cytosine rich sequences that are
susceptible to vracil conversion upon bisulfite treaiment. Subsequently, WRN methylation was determined
using Methylation Specific PCR (MSP) using 2 set of primers recognizing cither methylated or unmethylated
WRN sequence. WRN expression was determined by the level of cDNA upon conversion of 1otal, RNA using
reverse transcriplase. Expression of WRN was calibrated to B-aclin expression using Real-Time PCR and
MTafl method. Mann-Whitney U test was used to examine the relationship between RN pene methyiation
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and its mRNA expression. Fisher test was used to examine the relationship between WRN gene methylation
status with clinical data include age, Immunohistokimia test (ER,PR,Her2,p53) and TNM.

Results: RN pene is methylated in nine samples out of 60 samples (15%). mRNA expression data was
assesscd from 49 samples out of 60 samples only (81,67%). Although there is a trend of mRNA silencing in
methylated WRN gene, the relationship does not reach statistical significance. WRN expression ratio of B-

actin around 0,00 10 27,75

Conclusion: There is no relationship between the WRN penc methylation and mRNA expression, P = 0,61
and no relationship between the RN gene methylated with clinical data that consists of ER, PR, Her2, Triple
negative, pS3, and TNM. Interestingly, WRN methylation was found more frequently in early onsel breast

cancer patients, P = 0,02,

Keywoerds: Breast cancer, DNA methylation promoter, ARV gene expressien.

Pendahuluan

Kanker payudara merupakan
jenis kanker terbanyak diderita oleh
perempuan di dunia menurut data WHO
pada tahun 2002 dan merupakan
penyebab kematian terbanyak pada
wanita di Indonesia pada tahun 2005.!
Data Bidang Rekam Medis di Rumah
Sakit Kanker Dharmais menunjukkan
bahwa sejak tahun 1993 hingga tahun
2009, kanker payudara selalu menempati
peringkat pertama dari 10 besar jenis
kanker yang ada di RSKD per tahun” dan
vang lebih memprihatinkan  adalah
penderitanya semakin banyak wanita
berusia muda

Dari beberapa macam resiko
yang berkaitan dengan terjadinya kanker,
salah satunya adalah keturunan dan
disamping itu juga ada peristiwa
epigenetik yang berhubungan dengan
terjadinya kanker, contohnya adalah
peristiwa DNA metilasi dan modifikasi
histone.’

Epigenetik adalah salah  satu
mekanisme penghambatan tanpa
merubah sekuens DNA (non-mutasi)
terhadap proses transkripsi tapi dapat
mengakibatkan hilangnya atau
berkurangnya ekspresi dari gen-gen
tertentu (seperti gen penekan tumor) yang
berperan untuk menghambat terjadinya
kanker® Metilasi DNA adalah suatu
proses pergantian posisi atom H pada
posisi 5 dari sitosin oleh metil (CH;).
Penambahan kelompok metil terjadi pada
sebagian besar di situs CpG promoter,
sehingga mengubah sitosin pada posisi 5
menjadi metilsitosin oleh DNA methyl-
transferase  (DNMT).*  Struktur  5-

metilsitosin yang kurang lebih hampir
sama dengan struktur sitosin, oleh sebab
itu 5- metilsitosin masih tetap ber-
pasangan  dengan  guanin, pada
pembelahan  sel  berikutnya  akan
digantikan dengan sitosin,” namun pada
beberapa situs yang temmetilasi lebih
banyak dan lebih berat cenderung akan
mengganggu proses transkripsi. Proses
metilasi hanya terjadi pada nukieotida
sitosin dan pada C-G yang banyak
berulang di daerah promoter.

Gen penekan tumor adalah gen
yang melindungi sel dengan cara
mengatur kapan sel tersebut dapat
membelah atau memperbanyak diri,
memperbaiki  kerusakan DNA  dan
menginduksi  terjadinya  apoptosis.®
Produk gen penekan tumor, pada
umumnya memberikan sinyal untuk
menghambat pertumbuhan (mitosis) yang
abnormal,” dan terlibat dalam proses
biologis seperti kontrol siklus sel,
replikasi DNA, rekombinasi DNA, sinyal
transduksi, perbaikan DNA, differensiasi
jaringan dan proses penuaan’® Dalam
keadaan normal, kerja gen penekan tumor
adalah menghambat proliferasi sel dengan
kerusakan DNA, kadang-kadang gen ini
disebut juga onkogen resesif atau anti
onkogen.’ Beberapa penelitian
membuktikan bahwa produk gen penekan
tumor secara langsung atau tidak
langsung berinteraksi dengan produk
onkogen, sehingga fungsi  produk
onkogen tersebut dihambat.®

Salah satu gen penekan tumor
yang juga memiliki fongsi perbaikan
DNA adalah gen WRN.” Gen WRN
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termasuk Rec(Q helikase ° yaitu RecQL2
helikase.'” RecQ helikase adaleh enzim
helikase yang sangat penting dalam
menjaga genom.  Fungsinya pada proses
replikasi, penuvaan, rekombinasi dan
perbaikan DNA.? Protein yang dihasilkan
oleh gen WRN termasuk dalam RecQ
DNA helikase dan RNA helikase” dan
bertindak sebagai DNA helikase dengan
kegiatan eksonuklease,” DNA helikase
adalah enzim yang terlibat dalam
berbagai mekanisme DNA meliputi
transkripsi, teplikasi, rekombinasi dan
perbaikan.'” Gen ini juga terlibat pada
mekanisme pemeliharaan DNA,
perbaikan DNA dan kestabilan genom.’
Lokasi gen WRAN terletak pada kromosom
8pl11.2-p12,"? dimana pada lokasi ini
sering terjadi Loss of heterozygosity
(LOH) dan perubahan kromosom yang
berhubungan dengan keganasan
(kecenderungan kanker) di berbagai
macam jenis kanker termasuk kanker
payudara.'” Protein WRN terdiri dari
1432 asam amino.'! dan scberat 180
kD." Protein WRN mewakili hubungan
yang penting antara perbaikan DNA
dengan proses penvaan dan kanker."
Protein WRN dapat membentuk interaksi
dengan protein p53. Interaksi ini
melibatkan-terminal karboksil bagian dari
ekstrem WRN dan terminal karboksil
dari p53, dimana daerah ini berperan
penting  dalam mengatur  keadaan
fungsional protein p53. Sebuah WRN
sebagian kecil dapat diternukan dalam
kompleks dengan p53 di endogen sel.
Protein WRN dapat berpartisipasi dalam
pengaktifan p53 untuk memperbaiki
DNA yang rusak.! (kegagalan untuk
menginduksi  p53  efektif  dapat
berkontribusi  untuk  meningkatkan
ketidakstabilaan genornik dan
peningkatan resiko kanker pada pasien
Wemer  syndrom).” Temuan ini
mendukung adanya cross-talk antaras
protein WRN dengan protein p53, yang
mungkin penting untuk mempertahankan
integritas genomik dan untuk mencegah
akumulasi penyimpangan yang dapat
menimbulkan penuaan dini dan kanker."®
Jadi dapat disimpulkan tentang gen WRN
yaitu ;"

1. Gen WRN sebagai helikase yang
penting terutama dalam proses
replikasi pada ujung DNA.

2. Tanpa adanya gen WRN, proses
replikasi pada ujung DNA akan
bermasalah dan merusak telomere,
Telomere yang rusak dapat berakibat
Penuaan yang lebih cepat (karena
telomere semakin pendek) dan DNA
menjadi tidak  stabil (genomic
instability) karena tanpa telomere akan
mudah terjadi rekombinasi antar
kromosom sehingga rawan terjadi
proses  delesi, translokasi, dan
kerusakan genom lainnya yang
merupakan karakter genom kanker.

3. Protein WRN mewakili hubungan
penting antara proses perbaikan DNA
yang rtusak dengan proses yang
berkaitan dengan penuaan dan kanker.

4. Kekurangan protein WRN akan
menyebabkan fase S terganggu pada
siklus sel.

Pada  tingkat molekuler,
perkembangan tumor diakibatkan oleh
akumulasi lesi genetik dan pada
beberapa keadaan sebagai akibat dari
perbaikan (repair) DNA. Target utama
kerusakan DNA adalah golongan gen
yang meliputi: ’

a. Proto-onkogen adalah gen normal sel
yang dapat berubah menjadi onkogen
aktif karena mutasi atau ekspresi
yang berlebihan.

b. Gen penekan tumor yang tidak aktif.

¢. Gen perbatkan DNA yang tidak
berfungsi.

Pemahaman dasar lesi genetik yang

terjadi selama karsinogenesis memiliki

potensi besar untuk aplikasi klinis dalam
diagnosis, prognosis dan terapi.”

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan studi analitik
unfuk mengetahui  peran  metilasi
promoter gen WRN dan hubungan
antara metilasi promoter gen WRN
dengan ckspresi gen WRN pada kanker
payudara. Status metilasi promoter gen
WRN diperiksa dengan melakukan
teknik MSP (Methylation- specific
PCR) dan PCR  Kkonvensional
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WRN diperiksa dengan melakukan
teknik MSP (Methylation- specific
PCR) dan PCR  konvensional
sedangkan untuk Ekspresi gen WRN
diperiksa dengan Real Time PCR yang
sebelumnya dilakukan Reverse
Transcriptase PCR. Penelitian di
lakukan di Rumah sakit Kanker
Dharmais dan Laboratorium Stem Cell
and Cancer Institute (SCI). Populasi
penelitian adalah sampel yang didapat
dari spesimen/ jaringan hasil operasi
pasien kanker payudara yang menjalani
pembedahan di Rumah Sakit Kanker
Dharmais dan secara histopatologik
melalui  pemeriksaan potong beku,
jaringan  dinyatakan = menunjukkan
gambaran  yang sesuai  dengan
karsinoma payudara serta sampel
didapat dari pasien yang telah
menyetujui dengan mengisi informed
consent. Sampel berupa jaringan segar
(berartt belum terkena reagen fiksasi
atau preservasi). Sampel berdiameter
kurang lebih 1 cm. Kriteria Inklusi : a.
Menjalani operasi di Rumah Sakit
Kanker Dharmais pada tahun 2002 dan
dari pertengahan bulan November
tahun 2008 hingga pertengahan bulan
Juni tahun 2009. b. Jaringan hasil
operasi /  pembedahan  secara
histopatologik menunjukkan gambaran
yang sesuai dengan  karsinoma
payudara.

c. Pasien atau keluarga pasien tidak
keberatan spesimennya dipakai sebagai
bahan penelitian dengan menandatangani
lembar informed consent.

Perhitungan besar  sampel
berdasarkan rumus uji single proportion
dan diperoleh sebesar 32 buah sampel.
Meiode pemeriksaan vyang dilakukan
sesuai dengan metode pemeriksaan yang
telah dilakukan sebelumnya oleh sentral-
sentral penelitian lain.

Isolasi DNA : Isolasi DNA
dilakukan dengan prosedur dari kit isolasi
DNA (High Pure PCR template
preparation kit, Roche - applied-science).
DNA yang didapat sebanyak 100 pl
disimpan di freezer -80°C , setelah diberi
label. Simpan pada freezer - 80° C.
Untuk  mengontrol  kualitas  DNA

yang diperoleh, diperiksa dengan
memperlakukan teknik PCR
konvensional menggunakan primer
Interferon y '°, Primer Interferon-Gamma
yang digunakan adalah sense: 5°- TCT
TTT CTT TCC CGA TAG GT- 3° dan
arti sense adalah 5°- CAG GGA TGC
TCT TCG ACC TC- 3°. Hasil amplikon
dari penggunaan primer [nterferon -
Gamma adalah sebesar 150 bp.'® PCR
sebanyak 35 siklus, 1 menit pada suhu
94° C; 1 menit pada suhu 50° C; 1 menit
pada suhu 70° C. Hasil isolasi DNA
yang baik selanjutnya akan diperlakuan
dengan Sodium Bisulfit dan PCR
metilasi  spesifik (MSP)."? Cara kerja
perlakuan sodium bisulfit ini dilakukan
sesuai dengan prosedur Bisulfit kit
Handbook (Qiagen). Untuk mengontrol
hasit DNA  yang telah diperlakukan
dengan perlakuan sedium bisuifit, maka
DNA  yang didapat diperiksa dengan
memperlakitkan teknik PCR
konvenstonal — menggunakan  primer
Myod1,"” Primer Myod-I yang digunakan
adalah sense 5°- TGA TTA ATT TAG
ATT GGG TTT AGA GAA GGA- 3° dan
antisense 5’-CCA ACT CCA AAT CCC
CTC TCT AT- 3°. Hasil amplikon primer
Myod-1 sebesar [52 bp. PCR sebanyak
40 stkius, 30 detik pada suhu 95° C; 30
detik pada suhu 58° C; 30 detik pada
suhu  72° C. DNA vyang sudah
diperlakukan sodivm bisulfit tersebut dan
yang telah pasti memberikan hasil yang
baik setelah diperiksa menggunakan
primer Myod-1 kemudian diperlakukan
dengan teknik PCR konvensional dengan
masing-masing primer untuk termetilasi
atau primer untuk tidak termetilasi
Metilasi Primer yang digunakan
adalah sense: 5’- CGG GTA GGG GTA
TCG TTC GC - 3°, lokasi pada — 36 bp
dari tempat mulai transkripsi dan
antisense:  5°’- AAC GAA ATC CAC
CGC CCG CC - 3°, lokasi pada + 129
bp dari tempat mulai transkripsi. Hasil
amplikon primer sebesar 165 bp.” PCR
konvensional sebanyak 40 siklus, 30 detik
pada suhu 95° C; 30 detik pada suhu 65°
C; 30 detik pada subu 72° C. Sebagai
Kontrol positif vaitu : HCT 1186, cell line
yang berasal dari kanker kolon dan M (+)
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adalah DNA yang didapat dari hasil
isolasi limfosit darah tepi manusia yang
sehat dan kemudian diperlakukan dengan
pemberian Sssl metilase (New England
Biolabs, Inc. Beverly, Mass, USA).'®
sedangkan sebagai kontrol negatif yaitu :
MCF 7  cell line yang berasal dari
kanker payudara dan M (=) adalah DNA
yang didapat dari hasil isolasi limfosit
darah tepi manusia yang sehat dan tidak
diperfakukan apa-apa. Semua kontrol
yvang dipakai juga harus diperlakukan
sodium Dbisulfit. Jumlah sampel yang
diperlakukan menggunakan primer WRN
metilasi sebanyak 60 sampel.

Tidak termetilasi : Primer yang
digunakan vyaitu sense: 5°- GTA GTT
GGG TAG GGG TATTGT TIG T - 37
dan antisense: 5 - AAA CAA AAT
CCA CCA CCC ACC CC - 3°, Hasil
amplikon primer sebesar 165 bp.'” PCR
konvensional sebanyak 35 siklus, 30
detik pada suhu 95° C; 30 detik pada
suhu 60° C; 30 detik pada suhu 72° C.
Sebagai  Kontrol positif  yaitu : BT
549, MCF-7 dan M (=) dan sebagai
kontrol negatif yaitu HCT 116 dan M
(+) . Semua kontrol yang dipakai juga
harus diperlakukan sodium  bisulfit.
Jumlah sampel yang diperlakukan
menggunakan primer WRN yang tidak
termetilasi sebanyak 60 sampel.

Isolasi RNA: Cara kerja:
(lakukan di Laminar air flow). Isolasi
RNA dilakukan sesuai dengan prosedur
dari kit isolasi RNA (Invitrogen). RNA
yang didapat beri label dan simpan pada
freezer -80° C. Sebelum melakukan
pemeriksaan ekspresi dengan Real - Time
PCR, RNA yang telah didapat dirubah
dulu menjadi ¢DNA dengan Reverse
Transcriptase menggunakan kit AMY
(Roche). Perubzhan RNA  menjadi
cDNA  dilakukan  sesvai  dengan
prosedur dari AMYV kit (Roche). Jumlah
RNA yang dipakai diperhitungkan
sebanyak 250 ng dari hasil perhitungan
kuantitasi dengan alat Spektrofotometer
dan menjadi 20 pl cDNA.

Primer [-actin yang dipakai
adalah: sense 5’-CCT CGC CTT TGC
CGA TCC- 3’ dan antisense 5'- GGA
ATC CTT CTG ACC CAT GC- 3’, hasil

amplikon yang akan dihasilkan dari
primer ini sebesar 204 bp.'® Sedangkan
primer WRN untuk ekspresi yang
digunakan yaitu sense: 5’- GGA TCA
GCA CAG TCA GAA AATGTTCT-3°
dan antisense: 5’- GGA TAG ATT CAG
TTT CCT AAG TTC ACC- 3°, hasil
amplikon yang akan dihasilkan dari
primer ini sebesar 513 bp."" Amplifikasi
¢DNA (untuk melihat ekspresi) dengan
menggunakan alat Real — Time PCR
(Corbett) dengan protokol reaksi yang
sudah dioptimalisasi yaitu PCR sebanyak
40 siklus, 20 detik pada suhu 98°C; 20
detik pada suhu 60°C; 30 detik pada suhu
72°C. Uji statistik dikatakan bermakna
bila p < 0,05.

Hasil dan Pembahasan

Jumlah sampel yang berhasil
ditkutsertakan  dalam  penelitian  ini
sebanyak 64 buah sampel jaringan segar
kanker payudara. Dari 64 buah sampel
penelitian, dari demografi usia: usia
termuda sampel penelitian adalah 25
tahun, usia tertua sampel penelitian
adalah 72 tahun. Mean data usia sebesar
46,05 dan median data usia adalah 45,5.
Kelompok umur 30 - 40 tahun jumlahnya
sama banyak dengan kelompok umur 40
— 50 tahun dan merupakan jumlah yang
terbanyak.

Dari 64 buah sampel jaringan
kanker payudara yang digunakan untuk
penelitian ini, sebanyak 60 (93,75%)
buah sampel berhasil mendapatkan DNA
yang baik dari hasil isolasi DNA. Hal ini
disebabkan :

a. 4 buah sampe] tidak memberikan hasil
isolasi DNA yang berkualitas baik setelah
dilakukan pemeriksaan dengan teknik PCR
konvensional menggunakan primer
Interferon Gamma,'® yaitu untuk nomor
sampel 5,7, 8,9

b. setelah DNA  diperlakuan  proses
perlakuan Scodium Bisulfit dan yang tidak
memberikan hasil yang baik setelah
diperiksa dengan memperlakukan teknik
PCR konvensional menggunakan primer
MyoD1 "7 yaitu untuk nomor 5, 7, 8, 9
(6,25%) juga. Semua hasil isolasi DNA
(sebelum  diperiksa  dengan  primer
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Interferon-Gamma) diukur serapan
cahayanya dengan sinar UV dengan
panjang gelombang 260 nm dan 280 nm
kemudian dilakukan juga elektroforesis
DNA pada gel agarose 2,5% sebanyak 20
u!l tapi hanya untuk beberapa sampel saja,

Primer Interferon- Gamma '
berguna untuk mengecek kualitas hasil
isolasi DNA yang didapat. Jadi sampel
penelitian yang mempunyai hasil PCR
sebesar 150 bp, berarti DNA yang
didapat dari hasil isolasi cukup baik
kualitasnya untuk diperlakukan proses
selanjutnya, yaitu proses  perlakuan
sodium bisuifit (SB) dan perlakvan PCR
Metilasi Spesifik (MSP).

Perlakuan  sodium  bisulfit”
berfungsi untek mengkonversi sitosin
yang tidak termetilasi menjadi urasil,
sedangkan sitosin  yang termetilasi
tetap  menjadit sitosin. DNA awalnya
didenaturasi dengan perlakuan alkali,
DNA beruntai tunggal dengan sodium
bisuifit mengubah residu sitosin (C)
menjadi wrasil (U) karena deaminasi
spontan sedangkan 5 metil sitosin tidak
bereaksi. Urutan DNA ini kemudian
diamplifikasi oleh PCR dengan primer
spesifik untuk DNA yang telah dirubah
oleh  perlakuan  sodium  bisulfit.
Primer Myod-1 (Myogenic
Differentiation  1)."7  berfungsi untuk
menguji kualitas DNA setelah dilakukan
perlakuan sodium bisulfit dan untuk
membuktikan apakah DNA telah ter-
konversi dengan baik. Tujuannya adalah
untuk memastikan bahwa setiap Sitosin
(C) yang termetilasi tetap sebagai sitosin,
sedangkan Sitosin (C) vyang tidak
termetilasi akan berubah menjadi Urasil
{U). Apabila perlakuan sodium bisulfit
tidak sempurna maka sitosin yang tidak
termetilasi tetap menjadi sitosin dan tidak
berubah menjadi urasil. Akibatnya ketika
dilakukan proses Polymerase chain
reaction Metilast Spesifik (MSP) akan
memberikan hasil positif vang salah
(“false positive”). Untuk menguji kualitas
DNA setelah perlakuan sodium bisulifit,
kami menggunakan Primer Myod-1
{Myogenic Differentiation 1) seperti yang
telah dipublikasi sebelumnya.'” Situs gen
Myod-I ini diposisikan pada untai

sekuens yang kaya dengan sitosin (C).
Apabila perlakuan bisulfit terjadi dengan
baik maka setiap sitosin (C) pada situs
gen Myod-1 akan berubah menjadi urasil
(U), yang properti kimianya mirip dengan
timin (T). Primer Myod-1 yang dipakai
hanya akan berhidridisasi (atau “anneal”)
dengan timin (T), bukan dengan sitosin
{(C). Oleh karena itu jika proses bisulfit-
gagal, dimana C tetap sebagai C, sebagai
akibatnya Primer Myod-1 ini tidak dapat
berhibridisasi, oleh karena primer ini
memerjukan timin (T) untuk dapat
berhibridisasi dengan baik. DNA yang
memberikan hasil sebesar 152 bp berarti
dapat diperlakukan  untuk  proses
selanjutnya yaitu perlakuan PCR Metilast
Spesifik  (MSP). Polymerase chain
reaction Metilasi Spesifik (MSP) adalah
sebuah teknik yang berfungsi untuk
mendeteksi CpG promotor hipermetilasi.
Teknik ini adalah perlakuan MSP yaitu
perlakuan dengan teknik PCR
konvensional menggunakan primer yang
spesifik untuk yang termetilasi atau
primer yang spesifik untuk vang tidak
termetilasi.

Kedua kontrol M (+) dan M (-)
dipakai bertujuan untuk mendapatkan
ketepatan yang lebih mendekati antara
kontrol dengan sampel penelitian yang
juga berasal dari manusia. Disamping itu
dipakai juga kontrol cell line HCT 116
dan cell line MCF 7 karena berdasarkan
jurnal yang sebelumnya'” yang memakai
kontrol ini, hasil yang didapat dari jurnal
sebelumnya adalah sebapai berikut cell
line kontrol HCT 116 memberikan hasil
positif untuk gen WRN yang termetilasi
dan cell line kontrol MCF 7 memberikan
hasil positif untuk gen WRN yang tidak
termetilasi , kami pun mendapatkan hasil
yang sama.
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Hasil PCR untuk Kontrol yang termetilasi

Hasil PCR untuk Kontrol dan Sampel yang
Termetilasi

Hasil PCR untuk Kontrol yang
Tidak Termetilasi

165 bg

Hasil PCR untuk Kontrol dan Sampel
yang Tidak Termetilasi

Hasil: didapat 9 sampe! yang termetilasi
{15%) dari 60 sampel yang dipakai untuk
penelitian. Dari 9 sampel vyang
termetilasi, umur sampel penelitian yang
termetilasi adalah 6 sampel penelitian
yang umurnya dibawah dan sama dengan
40 tahun (28,57%) dan 2 sampel yang
umumya diatas 40 tahun (5,13%).

Ekspresi mRNA WRN dengan
Reverse Transcriptase PCR. Sebanyak 60
sampel penelitian diisolasi RNA, untuk
hasil RNA yang didapat. Dari 60 sampel,
hasil isolasi RNA dibuat dulu menjadi
cDNA. Semua sampel dilakukan
pemeriksaan dengan Real-Time PCR
untuk menghasilkan ekspresi dan dipakai
Primer f-actin sebagai kontrol. Fungsi
dari pemeriksaan dengan primer B-actin
sebagai kontro] untuk melihat jumiah
¢cDNA."” Untuk sampel yang Primer B-
actin nya memberikan hasil yang negatif
yaitu jika nilai E < 1,6 berarti sampel
tidak dapat dipakai. Dari 60 sampel
yang diperiksa dan memberikan hasil
ekspresi PB-actin yang positif, berarti
ekspresi RNA dapat dinilai sebanyak 49
buah sampel (81,67%) dan ada 11 buah
sampel penelitian yang memberikan hasil
ekspresi B-actin negatif (18,33%) berarti
ekspresi RNA tidak dapat dinilai. Hasil
terakhir  yang didapat setelah
dihubungkan antara hasil metilasi DNA
dengan hasil ekspresi adalah sebagai
berikut: 7 sampel penelitian yang
termetilast dengan hasil ekspresi B-actin
yang positif berarti ekspresi RNA dapat
dinilai, sedangkan 2 sampel penelitian
yang termetilasi tetapi hasil [-actin
negatif. Untuk sampel penelitian yang
tidak termetilasi sebanyak 60 buah
sampel hanya 42 buah sampel yang
memberikan hasil ekspresi P-actin yang
positif berarti ekspresi RNA dapat dinilat
hastl ekspresinya.
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BAGAN HASIL PENELITIAN

4 samped
4sampel DNA neg.
DHA:zB0 . ANA =60
o DHA= 0
Me1 ' unme_t_)i
] Sacpos=d3, Batniell
: berrtfmRNA l
5 teretpregi= &8
Ssarpd £ samp] ?

X

Eopmeth | Ehsp. Unmeth

b
L]
7sampe! & Sén'ﬂﬂ

Ekspresi untuk gen WRN yang
Termetilasi

Ekspresi untuk gen WRN yang

tidak termetilasi

Nomor Sampel Ekspresi Rata-rata

Ratio WRN/ B-actin

18 0,21
31 1,25
33 0,00
40 0,00
43 4,62
45 0,00
58 0,21

Ekspresi Rala-rata Ekspresi Rata-
Ratio WRN / B- rata Ratio
Nomor actin~ Nomeor  WRN/ B-actin
Sampel Sampe!

2 0,63 33 26,59

3 0,16 35 0,00
4 1,5 36 0,00
10 1,99 41 1,27
13 0,49 42 0,65
14 1,01 44 4,32
16 9,34 46 0,34
17 3,51 48 0,00
19 9,81 49 0,73
20 0,88 50 2,31
2] 0.00 51 0,53
22 1,55 52 1,44
23 0,00 54 2,05
24 27,75 59 649
25 1,38 61 0,00
26 1,88 62 0,00
27 0,21 63 0,00
28 6,1 &4 0,02
29 0,37 65 0,00
30 041 66 0,87
32 0.74 &7 0,32
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Hubungan Metilasi dengan ekspresi
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Dari hasil analisis data dengan
menggunakan uji Mann Whitney U pada
penelitian ini didapatkan hasil bahwa
ekspresi gen WRN vyang terjadi jika
dihubungkan dengan peristiwa metilasi
DNA gen WRN dan peristiwa tidak
termetilasi DNA gen WRN : menurut
hipotesa, sampel yang menunjukkan
adanya metilasi DNA gen WRN
diperkirakan mengalami pembungkaman
atau penurunan ekspresi mRNA gen
WRN, karena proses metilasi pada
promoter menghambat proses transkripsi.
Namun gambar justru menunjukkan
bahwa tidak ada perbedaan yang berarti
pada tingkat ekspresi gen WRN pada
kelompok sampel yang tidak termetilasi
maupun pada kelompok sampel yang
termetilasi. Hal ini menimbulkan asumsi
bahwa kemungkinan terjadinya peristiwa
epigenetik tidak hanya disebabkan oleh
peristiwa metilasi tetapi juga disebabkan
oleh peristiwa meodifikasi  histon.
Penemuan ini juga pernah ditemukan
sebelumnya pada gen TWIST 1, dimana
metilasi pada gen TWIST 1 tidak diikuti
oleh penurunan ataupun pembungkaman
ekspresi mRNA nya.

Hubungan data Klinik dengan
gen WRN yang termetilasi dan
gen WRN yang tidak termetilasi

Data Ket, WRN met. WRN unmet. va]:uc OR 9(53!
Klinik
13
usia <= 40 6 (28.57%)  15(71.43%) 002 740 40
> 40 2 (5.13%) 37(94.87%)
ER Positif 2 (i8.18%) 9 (81.82%) 022
Negatif 2 (5.41%) 35 (94.59%)
PR Positif 0 (0%) 12 (100%) 0.56
Negatif 4 (il1.11%) 32(88.89%)
Her2  Positif 1 (4.17%;) 23 (95.83%)  0.6]
Negatif 3 (12.5006) 21 (87.50%)
p53  Positif 1 (5.56%) 17 (94.44%) 100
Negauf 3 (10.34%) 26 (89.66%)
Triple Positif 2 (13.33%) 13 (86.67%)  0.30
Neg. Negatif 2 (5%} 38 (95%)
TNM T1-2 3 (11.11%) 24 (88.89%)  1.00
T3&4 1 (12502%) 10 (R7.50%)
NO 1 { 4.76%) 20 (95.24%) 059
N1&2 2 (11.11%) 16 (88.85%)
MO 2 (8%) 23 (92%) 1.00
M1 0 (0%) 1 1100%)
Dari hasil uji Fisher yang dilakukan :
a. Untuk hubungan antara

kelompok usia dengan kelompok
gen WRN yang termetilasi dan
gen WRN yang tidak termetilasi
memberikan hasil yang signifikan
dengan P = 0.02, OR = 7.40 dan
95% Cl = 1.34 — 40.88 berarti ada
hubungan diantara kedua
kelompok tersebut yang dapat
diterima sedangkan

Untuk hubungan kelompok hasil
pemeriksaan IHC dan kelompok
TNM dengan gen WRN yang
termetilasi dan gen WRN yang

tidak termetilasi tidak
memberikan hasil yang signifikan
(tidak ada hubungan).
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KESIMPULAN

1. Gen WRN yang termetilasi pada pasien
kanker payudara di Rumah Sakit Kanker
Dharmais sebesar 15%.

2. Tidak ada hubungan antara gen WRN
yang termetilasi dan gen WRN yang tidak
termetilasi dengan ekspresi mRNA nya
masing-masing.

3. Terjadinya peristiwa metilasi DNA
promoter gen WRN pada kanker payudara
berkaitan dengan usia yang muda.
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