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Metilasi dan Kanker Nasofaring" dapat diselesaikan.
Buku ini ditujukan untuk akademisi sebagai sumber
dan sarana untuk menambah pengetahuan mengenai
perkembangan kanker nasofaring di Indonesia.
Buku ini disusun berdasarkan standar buku ilmiah
yaitu dengan menggunakan bahasa yang mudah
dimengerti dan dipahami oleh berbagai kalangan.
Buku ini disusun berdasarkan penelitian yang telah
dilakukan dan dikemas secara sederhana dalam
bentuk buku.

Buku ini dapat tersusun dengan baik karena
adanya bantuan dari berbagai pihak. Oleh karena itu
penulis mengucapkan terima kasih kepada tim
peneliti. Penulis juga berharap kritik dan saran yang
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BAB 1. Pendahuluan

1. Kanker

Kanker merupakan penyebab kematian nomor
dua di dunia. Secara keseluruhan, prevalensi kanker
tentu meningkat. Kanker telah membunuh 585.720
orang di dunia pada tahun 2014. Oleh karena itu,
kanker = merupakan  masalah  serius  yang
mempengaruhi  kesehatan semua  masyarakat

manusia. [1]
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Kemampuan yang paling mendasar dari sel
kanker adalah kemampuan mereka  untuk
mempertahankan proliferasi kronis. Jaringan normal
dengan hati-hati mengontrol produksi dan pelepasan
sinyal pemacu pertumbuhan masuk dan terus
mendorong siklus pertumbuhan dan pembelahan sel,
sehingga memastikan homeostasis dalam jumlah sel
dan dengan demikian mempertahankan struktur dan
fungsi normal jaringan. Sel-sel kanker, dengan
menghilangkan sinyal-sinyal ini, menjadi penguasa
nasib mereka. Sinyal aktivasi terutama dimediasi oleh
faktor pertumbuhan yang mengikat reseptor
permukaan sel, yang biasanya mengandung domain
tirosin kinase intraseluler. Kemudian transduksi
sinyal melalui jalur pensinyalan intraseluler
bercabang yang mengatur pertumbuhan sepanjang
siklus sel serta pertumbuhan sel (yaitu, peningkatan
ukuran sel); Seringkali sinyal ini mempengaruhi sifat
biologis sel lainnya, seperti kelangsungan hidup sel
dan metabolisme energi. Khususnya, identitas yang

tepat dan sumber sinyal proliferatif aktif dalam
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jaringan normal tidak dipahami dengan baik satu
dekade yang lalu dan umumnya tetap demikian.
Selanjutnya, relatif sedikit yang diketahui tentang
mekanisme yang mengendalikan pelepasan sinyal
mitosis ini. Sebagian, pemahaman mekanisme ini
diperumit oleh fakta bahwa sinyal faktor
pertumbuhan yang mengontrol jumlah dan lokasi sel
dalam jaringan dianggap ditransmisikan dengan cara
yang diatur waktu, dan ruang sel-ke-selnya; Sinyal
endokrin semacam itu sulit diakses secara
eksperimental. Selanjutnya, ketersediaan hayati
faktor pertumbuhan diatur oleh berbagai macam
protein pro proliferasi di matriks ekstraseluler dan
oleh aksi jaringan kompleks protease, sulfat, dan
mungkin  enzim lain  melepaskannya dan
mengaktifkannya, tampaknya dengan cara yang
sangat spesifik dan terlokalisasi. Di sisi lain,
pensinyalan molekuler dalam sel kanker lebih
dipahami[2-5]. Sel kanker mungkin dapat
mempertahankan pensinyalan proliferasi dalam

beberapa cara berbeda: mereka dapat membuat ligan
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faktor pertumbuhan mereka sendiri, yang dapat
mereka tanggapi melalui ekspresi reseptor untuk
ligan faktor pertumbuhan, badan serumpun, yang
mengarah pada stimulasi proliferasi autokrin. Selain
itu, sel kanker dapat mengirimkan sinyal untuk
merangsang sel normal yang mendukung jaringan
stroma terkait tumor, untuk datang dan pergi dengan
menyediakan sel kanker dengan faktor pertumbuhan
lainnya [6,7]. Pensinyalan reseptor juga dapat tidak
diatur dengan meningkatkan kadar protein reseptor
yang ditampilkan pada sel kanker. Kanker hasil dari
serangkaian mutasi genetik berturut-turut di mana
mutasi mengubah fungsi sel. Senyawa memainkan
peran yang jelas dalam mutasi gen dan desain sel
kanker. Selain itu, rokok mengandung beberapa
senyawa karsinogenik yang menyebabkan kanker
paru-paru. Menariknya, bahan kimia lingkungan
karsinogenik secara langsung atau tidak langsung
mempengaruhi sitoplasma dan nukleus,
menyebabkan penyakit keturunan dan mutasi genetik.

Virus, bakteri dan radiasi adalah karsinogen lainnya,
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terhitung sekitar 7% dari semua kanker. Secara
umum, kanker mengganggu hubungan seluler dan
mengakibatkan disfungsi gen yang signifikan.
Penghancuran ini mempengaruhi siklus sel dan
menyebabkan proliferasi abnormal. Proto-onkogen
terlibat dalam pembelahan dan proliferasi sel dalam
kondisi normal, tetapi mutasi gen menjadikannya
onkogen berbahaya bagi keberadaan sel. Selain itu,
kurangnya gen supresor tumor menyebabkan
pembelahan sel yang tidak terkontrol. [8-11]

Gen perbaikan menerjemahkan protein dan enzim
dengan sifat perbaikan dan mendeteksi lebih dari 30
jenis protein perbaikan. Menghilangkan urasil dari
DNA dan memotong serta menghilangkan kerusakan
DNA. Kerusakan DNA besar yang diinduksi UV. Ini
pada dasarnya adalah fungsi dari gen perbaikan untuk
memperbaiki DNA secara normal. Epigenetik adalah
situasi dinamis dalam studi sel. Modifikasi epigenetik
seperti metilasi DNA, modifikasi histon, dan
penentuan posisi nukleosom memainkan peran

penting dalam perkembangan kanker [12-16]. Sel
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kanker memiliki ciri-ciri sebagai berikut: Adanya
metilasi DNA dan pengurangan keseluruhan dalam
monoasetilasi, terjadi modifikasi histon dalam skala
besar pada sel kanker. Karakteristik yang
memungkinkan dari ketidakstabilan dan mutasi
genom (DNA) adalah komponen mendasar dari
pembentukan dan patogenesis kanker. Saat ini,
beberapa konsorsium internasional membuat katalog
mutasi di seluruh genom sel kanker manusia,
melakukannya di hampir setiap jenis kanker manusia,
pada berbagai tahap perkembangan ganas, termasuk
lesi metastasis, dan selama pengembangan resistensi
adaptif terhadap terapi. Salah satu hasilnya adalah
apresiasi yang sekarang tersebar luas bahwa mutasi
pada gen yang mengatur, memodulasi, dan
mempertahankan arsitektur kromatin, dan dengan
demikian mengatur ekspresi gen secara global,
semakin terdeteksi dan secara fungsional terkait
dengan ciri kanker. Selain itu, ada kasus yang harus
dibuat untuk mode pemrograman ulang genom lain

yang tampaknya independen yang melibatkan
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dipertahankan stabil dari waktu ke waktu oleh
putaran umpan balik positif dan negatif. Semakin
banyak bukti mendukung gagasan bahwa perubahan
epigenetik serupa dapat berkontribusi pada
perkembangan tumor dan perolehan sifat ganas yang

‘ "fj‘-{';snedang berlangsung[17,18].



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Gambar 1. Epigenetik Reprogram. Salah satu karakteristik sel kanker adalah
pemrograman ulang sel melalui jalur epigenetik

Gambar 2. Epigenetik Reprogram. Salah satu karakteristik sel kanker adalah
pemrograman ulang sel melalui jalur epigenetik
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perubahan luas. Dalam epigenom, perubahan yang
mendukung seleksi fenotipik kemampuan sifat dapat
menyebabkan klonalitas pertumbuhan sel kanker
dengan  peningkatan  kompatibilitas  dengan

pertumbuhan prolifera-tif. Salah satu karakteristik
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umum tumor (atau Hipoksia karena area yang tidak
mencukupi di dalam tumor) angiogenesis. Misalnya,
hipoksia mengurangi aktivitas demetilase TET,
Methylome, terutama hypermethylated. Angiogenesis
yang tidak memadai juga dapat membatasi
bioavailabilitas memiliki nutrisi penting dari darah
dan kekurangan gizi. Misalnya, ubah kontrol
terjemahan, Akibatnya, sel kanker payudara memiliki
fenotip yang ganas akan terus meningkat [12]. Contoh
menarik dari regulasi epigenetik melalui hipoksia
selalu  merupakan bentuk mematikan dari
ependimoma pediatrik. Ini benar, seperti halnya
dengan banyak embrio dan tumor masa kanak-kanak.
Bentuknya tidak memiliki mutasi berulang dan sangat
jarang Mutasi pada onkogen dan penekan tumor.
Sebaliknya, pertumbuhan sel kanker abnormal ini
telah terbukti diatur oleh program regulasi gen yang
diinduksi oleh. Hipoksia secara khusus, sel-sel yang
diduga asal kanker hadir di kompartemen hipoksia

dan dapat menyebabkan sensitisasi sel-sel yang
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terletak di sana untuk permulaan perkembangan
tumor dengan kofaktor tidak diketahui.[19,20]

Secara umum, sel-sel aksesori di lingkungan
mikro tumor yang secara fungsional berkontribusi
pada akuisisi kemampuan khas tidak dianggap
menderita genetik ketidakstabilan dan pemrograman
ulang mutasi untuk meningkatkan kegiatan yang
mempromosikan tumor; melainkan disimpulkan
bahwa ini selfibroblas terkait kanker, sel imun
bawaan, dan sel endotel dan perisit dari pembuluh
darah tumor secara epigenetik diprogram ulang pada
perekrutan mereka oleh larut dan faktor fisik yang
menentukan lingkungan mikro tumor padat. Dapat
diantisipasi bahwa teknologi profil multiomik yang
saat ini diterapkan pada sel kanker akan semakin
digunakan untuk menginterogasi aksesori (stromal)
sel dalam tumor untuk menjelaskan bagaimana sel
normal rusak untuk secara fungsional mendukung
perkembangan dan progresi tumor. Sebagai contoh,
sebuah studi barubaru ini menunjukkan bahwa

pemrograman ulang semacam itu dapat melibatkan

10
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modifikasi epigenom sebagai tambahan  untuk
pertukaran induktif sitokin, kemokin, dan faktor
pertumbuhan yang mengubah jaringan sinyal
intraseluler dalam semua jenis sel ini: ketika model
tikus bermetastasis ke paruparu diobati dengan
kombinasi inhibitor DNA methyltransferase (dan
inhibitor histone modifikasi (HDAC), selsel myeloid
yang menginfiltrasi adalah ditemukan telah beralih
dari keadaan progenitor yang belum matang
(peningkat tumor) menjadi sel yang menyerupai sel
interstisial matang (tumorantagonizing) makrofag,
yang, berbeda dengan rekan-rekan mereka di tumor
yang tidak diobati, tidak mampu mendukung
kemampuan khas yang diperlukan untuk efisiensi
kolonisasi metastatik. Dapat dibayangkan bahwa
profil multiomik dan gangguan farmakologis akan
berfungsi untuk menjelaskan keadaan epigenetik
yang diprogram ulang dalam myeloid sel serta jenis
sel aksesori yang memungkinkan ciri khas lainnya

mengisi lingkungan mikro tumor([20,21].

11
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BAB 2. Karsinoma Nasofaring

1. Pengertian Karsinoma Nasofaring

Karsinoma nasofaring (KNF) adalah karsinoma
yang berkembang dari sel epitel yang melapisi
permukaan nasofaring. Nasofaring adalah lubang kecil
di belakang rongga hidung. Nasofaring adalah
penghubung antara faring dan rongga hidung[22].
Letak nasofaring yang tersembunyi membuat gejala
karsinoma tidak spesifik dan sulit dideteksi. Gejala
KNF antara lain pendarahan di daerah hidung,
kesulitan menelan, perubahan suara, hidung
tersumbat, kehilangan kemampuan mencium
(anosmia), gangguan pendengaran, dan gangguan
penglihatan. Gejala ini juga ditemukan pada penyakit
lain; dengan demikian, kondisi ini menyebabkan
pasien kanker nasofaring terlambat mengenali
penyakitnya dan masuk rumah sakit dalam stadium
yang parah, sehingga prognosisnya buruk[23,24].

Berdasarkan gambaran histopatologi, karsinoma

nasofaring dibagi menjadi tiga tipe, yaitu tipe I, Il dan

12
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I WHO. Karsinoma nasofaring tipe 1 adalah jenis
karsinoma sel skuamosa. Tipe ini umum terjadi pada
populasi orang dewasa dan memiliki prognosis yang
lebih baik daripada tipe 2 dan 3 dan banyak
ditemukan di daerah yang tidak endemik karsinoma
nasofaring, seperti Eropa dan Amerika. Tipe 2 adalah
jenis karsinoma non-keratinisasi. Tipe 3 adalah
karsinoma yang tidak berdiferensiasi. Tipe 2 dan 3
adalah karsinoma nasofaring yang berhubungan erat
dengan infeksi EBV. Tipe 2 dan 3 juga memiliki insiden
yang lebih tinggi di daerah endemik, seperti Cina
bagian selatan, Asia Tenggara, Arktik, dan Afrika[24-
27].

2. Epidemiomolgi Karsinoma Nasofaring
Karsinoma nasofaring adalah jenis karsinoma
yang unik. Secara global, karsinoma nasofaring adalah
jenis karsinoma yang jarang terjadi, tetapi menempati
urutan pertama dalam insiden untuk semua jenis
karsinoma di Cina selatan, Asia Tenggara, Arktik dan

beberapa negara di Timur Tengah dan Afrika Utara.

13
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Perbedaan etnis dan ras serta distribusi geografis
merupakan salah satu faktor lingkungan yang
mempengaruhi perkembangan karsinoma nasofaring.
Insiden keseluruhan karsinoma nasofaring adalah 1
dari 100.000 orang per tahun. Diperkirakan ada
65.000 pasien baru kanker nasofaring setiap
tahunnya[14,28-30]. Amerika Serikat memiliki
insiden 0,5/100.000 pria per tahun dan 0,2/100.000
wanita per tahun. Insiden yang sangat berbeda
ditemukan di Hong Kong, yaitu 24,3/100.000 per
tahun pada pria dan 9,5/100.000 per tahun pada
wanita. Hal yang mirip juga terjadi di wilayah Arktik,
khususnya di Greenland dengan insiden 12,7 /100.000
pria per tahun dan 9,2/100.000 wanita per
tahun[1,31]. Di Indonesia, karsinoma nasofaring
merupakan karsinoma regio kepala dan leher yang
paling  sering  dijumpai, dengan insidensi
10.7/100.000 laki-laki per tahun[4].

Karsinoma nasofaring lebih banyak menyerang
pria daripada wanita. Rasio pasien laki-laki dan

perempuan adalah 2,73:1 Namun, sejauh ini tidak ada

14
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bukti bahwa penyebab kanker orofaring lebih sering
terjadi pada laki-laki daripada perempuan [32].

3. Etiologi Karsinoma Nasofaring

Penyebab kanker nasofaring sama dengan kanker
pada umumnya dan bersifat multifaktorial. Secara
umum, tiga penyebab utama kanker nasofaring adalah
infeksi virus Epstein-Barr (EBV), faktor lingkungan,
dan kerentanan genetik[33].

Kanker nasofaring tipe 2 dan tipe 3 sangat terkait
dengan infeksi virus Epstein-Barr (EBV). EBV
termasuk dalam keluarga virus herpes. EBV pertama
kali diidentifikasi pada tahun 1964. Virus ini pertama
kali diidentifikasi dalam kultur sel dari biopsi pasien
dengan limfoma Burkitt. Saat terinfeksi, EBV atau
latency. Diperkirakan sekitar 90% orang dewasa di
seluruh dunia terinfeksi virus EBV. Di Indonesia,
100% anak-anak hingga usia 5 tahun positif terinfeksi
EBV. Kehadiran virus EBV ini tidak menimbulkan
gejala pada kebanyakan orang karena hanya sebagai

pembawa dan EBV memasuki masa inkubasi sel

15
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setelah infeksi primer. Selama masa inkubasi, EBV
tidak menyebabkan penyakit karena kadarnya rendah
dan dikendalikan oleh sistem imun.
Ketidakseimbangan  sistem  kekebalan  dapat
mengaktifkan dan meningkatkan angka EBV dan
menyebabkan penyakit[33,34].

Kejadian karsinoma nasofaring disebabkan oleh
EBV yang sangat aktif dan memasuki fase litik.
Transformasi sel normal menjadi karsinoma
disebabkan oleh faktor lingkungan yang membuat
EBV aktif. Faktor lingkungan yang dibahas di sini
termasuk makanan tinggi nitrosamin seperti ikan asin
dan makanan yang mengandung pengawet, konsumsi
alkohol dan merokok[35].

Nitrosamin adalah prekursor yang dapat
mengaktifkan EBV dari keadaan laten ke keadaan litik.
Nitrosamin terdiri dari nitrat dan nitrit. Nnitrosamine
dapat berubah menjadi karsinogen aktif sebagai hasil
dari proses enzimatik dari mulut hingga esofagus.
Nitrosamine telah terbukti meningkatkan tingkat

replikasi EBV. Sebuah studi yang membandingkan

16
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kebiasaan merokok (perokok dan bukan perokok)
dengan titer VCA-IgA EBV pada populasi di
Guangdong, Cina ditemukan bahwa perokok memiliki
risiko 2.71 kali lipat lebih tinggi untuk menjadi positif
VCA-IgA EBV dibanding non-perokok. Salah satu
makanan yang mengandung nitrosamin tinggi adalah
ikan asin. Ikan asin merupakan salah satu makanan
favorit di Asia, terutama di China dan Asia Tenggara.
Penelitian yang telah dilakukan menyebutkan bahwa
faktor risiko kejadian karsinoma nasofaring akibat
mengonsumsi ikan asin berkisar antara 1,78 hingga
20,2. Selain ikan asin, makanan lain yang dapat
memicu EBV adalah makanan kaleng[36].

Konsumsi alkohol juga berkorelasi dengan
kejadian kanker nasofaring. Minum alkohol dapat
meningkatkan risiko kanker nasofaring sebesar 1,21
[37,38]. Asupan alkohol juga dapat mempengaruhi
harapan hidup dan prognosis pasien karsinoma
nasofaring. Peminum alkohol memiliki harapan hidup
yang lebih pendek daripada bukan peminum.

Peminum dengan intensitas 14 minuman/minggu

17
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selama lebih dari 20 tahun juga memiliki prognosis
1,38 kali lipat lebih buruk daripada non-peminum
pada kanker nasofaring[39]. Merokok merupakan
salah satu faktor lingkungan yang mempengaruhi
kejadian banyak karsinoma, termasuk karsinoma
nasofaring. Hubungan antara kejadian kanker
nasofaring dengan perilaku merokok sangat
dipengaruhi oleh jumlah batang rokok yang dihisap.
Misalnya, jika seseorang merokok 60 bungkus
setahun, memiliki risiko 6,5 kali lebih tinggi untuk
menjadi kanker nasofaring daripada non-perokok.
Kebiasaan merokok juga sering dikaitkan dengan
terjadinya 60 hingga 70% karsinoma nasofaring yang
berdiferensiasi [40-42].

Penelitian dari Guangdong, China menunjukkan
bahwa merokok dapat meningkatkan risiko
karsinoma nasofaring, risiko ini meningkat dengan
meningkatnya frekuensi merokok. Kebiasaan
merokok dikaitkan dengan peningkatan aktivitas
serum EBV dalam tubuh, karena zat aktif dalam

tembakau termasuk Nitrosamine dapat mengaktifkan

18
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/ virus EBV[43]. Merokok pada individu yang sehat
dapat mempengaruhi peningkatan titer antibodi VCA-

IgA EBV, yang merupakan penanda peningkatan risiko

karsinoma nasofaring[33].
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BAB 3. METILASI DNA

1. Pengertian

Metilasi DNA adalah salah satu proses epigenetik
yang ditandai dengan penambahan gugus metil ke
karbon nomor lima di basa sitosin. Penambahan gugus
metil ke DNA dikatalisis oleh DNA methyltransferase
(DNMT). Gugus metil ini berasal dari S-Adenosyl
Methionine (SAM). Penambahan gugus metil ini hanya
terjadi pada residu sitosin di sebelah guanin.
Kumpulan basa sitosin (C) dan guanin (G) yang
berdekatan disebut pulau CpG. Hanya pulau CpG
dalam promotor gen yang dapat menjalani metilasi
DNA. Untai DNA dikatakan sebagai pulau CpG jika
terdapat lebih dari 50 sekuens CG. Genom manusia
saja mengandung sekitar 27.000 pulau CpG dan 50-
70% gen terletak di pulau CpG[44,45].

Metilasi DNA  biasanya hilang selama
pembentukan zigot, tetapi muncul kembali selama
embriogenesis. Metilasi DNA adalah perkembangan
normal dan memiliki fungsi penting untuk

mengontrol ekspresi gen sehingga transkripsi tidak
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terjadi. Metilasi DNA diatur oleh keluarga gen DNMT,
yaitu DNMT1, DNMT2, DNMT3A, DNMT3B dan
DNMT3L. DNMT3A dan DNMT3B aktif dalam
pembentukan pola metilasi baru. DNMT1 berfungsi
untuk menyalin pola metilasi dari DNA induk ke DNA

keturunan[46].
A NH2 NH2
o” °N o N
—CH —CH,
SAM >

(0] (0]

| |
B

M Unmethylated promoter CpG island

active gene transcription

M Methylated promoter CpG island

inactivated gene transcription
~ I

Gambar 3. (a) Metilasi DNA pada basa Citosin. Gugus metil menempel pada karbon

nomor 5. Metil berasal dari SAM (S-adenosyl-methionine) dan ditransfer oleh DNMT
. (DNA methyltransferase). (b atas) promoter gen yang memiliki CpG Island tetapi tidak

‘mengalami hipermetilasi, sehingga gen tetap tertranskripsi. (b bawah) promoter gen

yang memiliki CpG Island dan mengalami hipermetilasi yang menyebabkan gen tidak
dapat terekspresi (Kulis and Esteller, 2010)

Y
Dnmt3a
5,TTGACAGCCGT3, Dnmt3b 5,TTGACAGCCGT3,
\ >
3~ 5’ 3 5’

AACTGTCGGCA AACTGTCGGCA


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

2. Metilasi DNA dan Karsinoma Nasofaring

Gambar 5. Jalur metilasi DNA. (a) DNMT3A & DNMT3B mentransfer gugus metil
pada DNA yang belum termetilasi. (b) DNMT1 menjaga pola metilasi agar tetap ada
pada DNA yang baru hasil replikasi

Gambar 6. Jalur metilasi DNA. (a) DNMT3A & DNMT3B mentransfer gugus metil
pada DNA yang belum termetilasi. (b)) DNMT1 menjaga pola metilasi agar tetap ada
pada DNA yang baru hasil replikasi

termetilasi dengan gen tertentu, metilasi juga dapat

memiliki efek buruk berupa penyakit. Penyakit yang
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terkait dengan metilasi DNA termasuk kanker, lupus,
distrofi otot, dan beberapa cacat lahir. Metilasi DNA
yang terkait dengan perkembangan karsinoma terjadi
pada gen supresor tumor. Ini karena promotor gen
yang menekan proliferasi sel menyebabkan
overmetilasi DNA, yang mengurangi ekspresi gen ini
dan menyebabkan proliferasi sel yang tidak diatur
[47].

Pada kejadian karsinoma, banyak gen - gen
supresor tumor yang ditekan ekspresinya sehingga
gen - gen tersebut tidak aktif. Gen - gen yang sering
terkait antara lain pl6INK4a (CDKNZA) dan
p15INK4a (CDKN2B); kedua gen ini merupakan gen
yang mengontrol progresivitas G1 yang menghambat
ikatan Cyclin Dependent Kinase (CDK) [48]. Gen - gen
yang berkaitan dengan perbaikan DNA juga
mengalami metilasi sehingga gen tersebut tidak
terekspresi dan sel mengarah ke proliferasi. Gen yang
populer adalah BRCA1 yang berfungsi dalam
perbaikan DNA karena putusnya ikatan untai ganda

berpilin DNA. Metilasi BRCA1 ini banyak ditemukan
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pada kejadian karsinoma payudara dan karsinoma
ovarium. Penonaktifan gen akibat hipermetilasi DNA
juga ditemukan pada gen yang terlibat dalam adhesi
sel. Gen adhesi sel ini termasuk CDH1 (ecadherin) dan
CDH13 (h-cadherin), yang jika tidak aktif,
menyebabkan infiltrasi sel atau metastasis. Gen yang
mempromosikan apoptosis juga sangat termetilasi.
Protein Death-associated protein kinase 1 (DAPK1)
adalah gen pemicu apoptosis yang sering mengalami
hipermetilasi pada karsinoma. Adanya metilasi pada
promotor gen DAPK1 menyebabkan sel kanker
menghindari apoptosis. Meskipun jumlah gen yang
menjalani metilasi DNA telah dilaporkan meningkat,
bagaimana sel memperoleh sumber metil untuk
mendukung proses tumorigenesis tidak sepenuhnya
dipahami [49,50].

Diketahui bahwa penyebab kanker nasofaring
adalah multifaktorial. Salah satu faktor yang
meningkatkan aktivitas virus EBV adalah faktor
lingkungan. Faktor lingkungan ini juga mendukung

hipermetilasi DNA. Berkenaan dengan kejadian
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kanker nasofaring, telah dilaporkan secara luas bahwa
metilasi DNA lebih terkait dengan kanker ini
dibandingkan dengan jenis kanker lainnya. Insiden
hipermetilasi lebih tinggi daripada mutasi karena
paparan terus menerus terhadap faktor lingkungan
dan adanya infeksi EBV. Paparan terus menerus
terhadap faktor lingkungan seperti tembakau dan
asap yang terkontaminasi mempengaruhi pola
epigenetik sel, salah satunya adalah metilasi [51].
Pada karsinoma lainnya, yang sering terjadi adalah
mutasi gen, bukan hipermetilasi DNA. Hipermetilasi
nasofaring mempengaruhi berbagai gen, termasuk
gen yang mengontrol apoptosis, gen yang mengontrol
siklus sel, dan gen yang mengontrol adhesi sel [52]
Infeksi EBV intraseluler menyisipkan beberapa gen.
Salah satunya adalah EBNA1 (Epstein-Barr virus core
antigen 1). EBNA1 mengekspresikan protein Wp
(promotor W). Ini mengontrol pola metilasi gen sel
inang dan mencegah sel membelah dan bertahan

dalam masa inkubasi [53].
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3. Metilasi dan Kebiasaan Merokok

Merokok sering dikaitkan dengan risiko berbagai
penyakit. Tembakau mengandung sekitar 7.000 zat
aktif yang bersifat racun dan dapat menyebabkan
berbagai gangguan. Salah satu mekanisme yang
menyebabkan berbagai penyakit adalah merokok
dapat merusak DNA (baik ikatan basa ke basa maupun
ikatan rangkap dua). Rokok dapat merusak DNA
karena zat yang terkandung dalam rokok yaitu
arsenik, formaldehida, hidrokarbon aromatik
polisiklik, dan nitrosamin. Rokok dapat meningkatkan
stres oksidatif, menyebabkan kerusakan DNA, dan
dapat menyebabkan metilasi DNA [54,55].

Penduduk Indonesia merupakan salah satu

konsumen rokok terbesar di dunia. Berdasarkan data
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Gambar 7. Perbandingan jumlah mutasi antar tipe karsinoma (Shen and Waterland, 2007)

Gambar 8. Perbandingan jumlah mutasi antar tipe karsinoma (Shen and Waterland, 2007)
pertama adalah rokok menyebabkan kerusakan DNA
yang disebabkan oleh berbagai zat beracun dalam
rokok, seperti arsenik, kromium, formaldehida,
hidrokarbon aromatik polisiklik, dan nitrosamin. DNA
yang rusak memobilisasi DNMT1 sebagai salah satu
protein agen perbaikan DNA, sehingga mempengaruhi
perubahan pola metilasi DNA yang mengarah pada
hipermetilasi. Mekanisme kedua bergantung pada
akumulasi DNMT1 oleh nikotin melalui jalur AKT.
DNMT1 adalah protein yang harus didegradasi oleh
proteasom ketika diekspresikan secara berlebihan.
Namun, DNMT1 tidak terdegradasi karena nikotin
dapat menstabilkan DNMT1 melalui jalur AKT, yang
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mengarah pada hipermetilasi DNA. Mekanisme ketiga
dimediasi oleh protein pengikat DNA seperti Sp1. Asap
rokok meningkatkan ekspresi Spl, yang berfungsi
sebagai faktor transkripsi untuk promotor CpG. Sp1l
menyebabkan perubahan pola metilasi DNA yang
mempengaruhi  hipometilasi DNA. Mekanisme
keempat adalah bahwa merokok menyebabkan
hipoksia sel. Karbon monoksida yang terkandung
dalam asap rokok memiliki afinitas lebih tinggi
daripada oksigen dan karena itu mengikat
hemoglobin, menyebabkan hipoksia. Hipoksia dalam
darah mengurangi kandungan oksigen dalam jaringan.
Karena hipoksia ini, sel mengekspresikan HIF1la.
HIF1la merangsang regulasi metionin
adenosiltransferase 24, suatu enzim
sadenosilmetionin (SAM). SAM merupakan donor
metil yang nantinya akan menyebabkan hipermetilasi

DNA [56].

Hypoxia
*Nicotine induces uteroplacental underperfusion,
decreasing oxygen supply to the fetus DNA damage
*HIF-1a enhances expression of MAT2A, which *Double-stranded breaks induced by
modulates methyl group availability certain chemicals in cigarette smoke
* DNMT1 recruited to repair site
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Gambar 9. Beberapa proses metilasi DNA yang terkait dengan paparan rokok. Terdapat 4
mekanisme yang mempengaruhi metilasi DNA. Mekanisme tersebut yaitu hipoksia, kerusakan
DNA, aktivasi DNA-binding protein dan akumulasi DNMT. Kebiasaan merokok sering dikaitkan
dengan mekanisme kerusakan DNA (Lee & Pausova, 2013).

Gambar 10. Beberapa proses metilasi DNA yang terkait dengan paparan rokok. Terdapat 4
mekanisme yang mempengaruhi metilasi DNA. Mekanisme tersebut yaitu hipoksia, kerusakan
DNA, aktivasi DNA-binding protein dan akumulasi DNMT. Kebiasaan merokok sering dikaitkan
dengan mekanisme kerusakan DNA (Lee & Pausova, 2013).

promotor WIF1 meningkat 1,62 kali lipat pada pasien
kanker paru-paru yang merokok dibandingkan
dengan bukan perokok. Kebiasaan merokok pada

pasien kanker paru juga telah terbukti berhubungan
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dengan hipermetilasi berbagai jenis gen supresor

tumor [56].

4. Metilasi DNA pada jaringan dan darah

Studi terkait metilasi DNA selalu didapatkan dari
hasil biopsi jaringan. Sejauh ini, biopsi merupakan
standar emas untuk diagnosis kanker dan juga
termasuk deteksi metilasi DNA. Namun, biopsi adalah
metode diagnostik invasif. Proses biopsi juga
membutuhkan keahlian khusus dan tidak bisa
dilakukan setiap saat. Pengambilan sampel darah tepi
untuk diagnosis karsinoma dan pengamatan metilasi
DNA dianggap kurang invasif. Deteksi metilasi DNA
pada sampel darah tepi dapat dilakukan dengan
menggunakan buffy coat (sel darah putih) yang
mengandung DNA genom. Studi pada pasien dengan
kanker lambung menunjukkan bahwa sampel darah
tepi menunjukkan metilasi DNA dengan gen promotor
APC, ACIN1, BCL2, CD44, DAPK1, CDKN2A, dan RARB
dibandingkan dengan kontrol. Hal ini menunjukkan

bahwa deteksi metilasi darah dapat dilakukan pada
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sampel buffy coat. Studi metilasi DNA menggunakan
sampel darah tepi juga dilakukan untuk pasien kanker
paru-paru. Penelitian ini juga mengaitkan metilasi
DNA dengan kebiasaan merokok seseorang. Pola
metilasi diamati dengan menggunakan Illumina
Infinium Human Methylation 450 BeadChip assays.
Penelitian ini melaporkan bahwa kebiasaan merokok
seseorang dapat mempengaruhi metilasi berbagai
macam gen. Disimpulkan pada penelitian ini bahwa
penggunaan darah tepi juga dapat memberikan
gambaran yang baik mengenai metilasi DNA pada
kanker paru-paru [57,58].

Penelitian lain melaporkan metilasi gen Septin 9
dapat dideteksi dari sampel darah tepi penderita
karsinoma kolorektal. Gen Septin 9 yang berfungsi
dalam proses kontrol siklus sel. Penelitian ini
melaporkan bahwa deteksi metilasi gen Septin 9 dari
darah tepi memiliki sensitivitas sebesar 0,75 [59].

Pengambilan sampel darah tepi untuk deteksi
epigenom juga telah dilakukan pada pasien karsinoma

payudara. Deteksi metilasi BRCA1 dan epigenom
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darah tepi pasien telah dilaporkan bermanfaat sebagai
penanda biologis yang sangat baik dan tepat untuk
menentukan risiko kanker payudara [60]

Kegunaan buffy coat untuk memantau metilasi
DNA juga telah dilaporkan dalam studi non-kanker.
Pilsner et al (2007) Menemukan bahwa ada metilasi
pada tingkat DNA genom manusia yang terpapar
arsenik. Hasil penelitian menunjukkan bahwa
paparan arsenik dapat meningkatkan metilasi DNA
genomik dalam sampel darah tepi. Namun, penelitian
ini tidak dapat menjelaskan bagaimana mekanisme
paparan arsenik meningkatkan metilasi DNA genom
[61].

Metilasi DNA juga telah terdeteksi dalam sampel
darah tepi pasien diabetes. Gen yang dipilih dalam
penelitian ini meliputi KCNJ11, PPARy, PDK4, KCNQ1,
SCD1, PDX1, FTO, dan PEG3 dan metode
pyrosequencing menggunakan kontrol dari subjek
diabetes sehat dan tipe 2. Dalam penelitian ini, tidak
ada perbedaan pola metilasi promotor dari delapan

gen yang diamati, yang memperkuat citra bahwa

32


http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

Digital Repository Universits

'lf

4
4

] metilasi DNA dapat diamati pada sampel \darahj tepi f‘

4 [62]

33



http://repository.unej.ac.id/
http://repository.unej.ac.id/

BAB 4. METHYLATION SPECIFIC PCR

Berbagai metode telah dikembangkan untuk
menganalisis metilasi DNA. Di antara metode ini
terdapat teknik dengan pendekatan berbasis enzim
restriksi dan natrium bisulfit yang secara langsung
mendeteksi metilasi pada tingkat gen tunggal atau
seluruh genom. Metode berbasis enzim restriksi
didasarkan pada ketidakmampuan enzim restriksi
sensitif metilasi untuk membelah sitosin termetilasi di
situs pengenalannya. Identifikasi status metilasi
bergantung pada teknik south hybridization atau PCR
dan didasarkan pada panjang fragmen DNA yang
dicerna oleh enzim tersebut. Ketidakmampuan untuk
mencerna urutan termetilasi mengakibatkan fragmen
yang lebih panjang, menunjukkan CpG termetilasi.
Meskipun metode berbasis enzim restriksi sederhana,
cepat dan sangat sensitif, teknik ini memiliki
kelemahan yaitu hanya dapat mendeteksi pada situs
restriksi tertentu dan membutuhkan sejumlah besar

DNA berkualitas tinggi. Selain itu, pemotongan untai
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DNA yang tidak lengkap dapat menyebabkan hasil
positif palsu. Teknik ini cocok untuk analisis metilasi
seluruh genom dan teknik penemuan marker tetapi
kurang cocok untuk menganalisis status metilasi situs
CpG tertentu. Pengenalan metode sekuensing
genomik natrium bisulfit pada tahun 1992 telah
membuat studi metilasi dapat diakses oleh berbagai
laboratorium. Deteksi metilasi DNA berbasis natrium
bisulfit (NaHSO3) dapat menghindari masalah yang
dapat ditimbulkan dari enzim restriksi dan sekarang
metode sekuensing banyak digunakan. Perlakuan
DNA untai tunggal dengan natrium bisulfit
menghasilkan perbedaan urutan karena deaminasi
sitosin yang tidak termetilasi menjadi urasil dalam
kondisi di mana sitosin yang termetilasi tetap tidak
berubah. Perbedaan status metilasi yang ditandai
dengan reaktivitas bisulfit dapat ditentukan dan
dikuantifikasi secara akurat dengan teknologi
berbasis PCR. Teknik sekuensing bisulfit memberikan
data kualitatif tentang status metilasi 5-metilsitosin

dalam amplikon antara primer sekuens dan
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karenanya memerlukan primer spesifik untuk bisulfit
yang dikonversi, tetapi tidak spesifik untuk DNA yang
tidak termetilasi atau termetilasi. Meskipun
pendekatan dengan menggunakan PCR memberikan
informasi detail tentang status metilasi semua situs

CpG, metode ini cukup memakan waktu[63-65].

Pre-bisulfite sequence binding region Post-bisulfite sequence binding region

CH, CH; CH,

\
CGNNNNTTNCNNCNCNNCGCNCGTN o — — > CGNNNNTTNUNNUNUNNCG!NCGTN

Methylated DNA Methylated DNA
CGNNNNTTNCNNCNCNNCGCNCGTN ~ ——>  UGNNNNTTNUNNUNUNNUG I NUGTN
Non-methylated DNA Non-methylated DNA

Forward Primer: NNNNTTN TNNTNTNN
Reverse Primer : NNAN/ANN/ANAANNNN *

Gambar 11. Konsep konversi bisulfit dan desain primer untuk PCR

Gambar 12. Konsep konversi bisulfit dan desain primer untuk PCR

dalam sebagian besar analisis metilasi DNA. Sudah
pada tahun 1970, ditemukan bahwa natrium bisulfit
memediasi deaminasi sitosin menjadi urasil
sementara sitosin termetilasi dibiarkan utuh. Setelah

amplifikasi PCR, residu yang dikonversi dibaca
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sebagai timin dan sitosin yang dimetilasi akan tetap
menjadi sitosin. Penting untuk dicatat bahwa setelah
konversi BS, untaian DNA tidak lagi saling melengkapi.
Ini harus diingat ketika memilih metode untuk
kuantifikasi BS yang dikonversi DNA. Keandalan
analisis metilasi tergantung pada konversi BS lengkap.
Sitosin yang tidak terkonversi, jika ada, akan
disalahartikan sebagai lokus termetilasi dan analisis
akan menghasilkan hasil yang bias. Sebelumnya,
metode konversi memerlukan input DNA yang tinggi
dan paparan konsentrasi garam bisulfit tinggi di
bawah suhu tinggi dan pH rendah. Kondisi yang keras
ini mengakibatkan fragmentasi dan kehilangan DNA
yang signifikan. Saat ini, ada berbagai macam Kkit
komersial yang tersedia yang mampu mengubah
serendah 100 pg DNA dalam waktu kurang dari 2 jam.
Kit ini, perbandingan yang bagus tersedia di sini,
menggunakan sistem kolom yang nyaman dan
menjamin efisiensi konversi lebih dari 99%.
Banyaknya penelitian yang dilakukan di bidang
metilasi DNA juga berdampak pada bertambahnya
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variasi metode analisis metilasi DNA. Metode-metode
tersebut menjadi pilihan peneliti untuk mencapai
tujuan yang diinginkan. Metode ini dibagi menjadi
dua, yaitu deteksi metilasi DNA global dan deteksi
metilasi DNA spesifik pada situs tunggal. Untuk
penelitian yang ingin menggali metilasi suatu gen
lebih dalam, peneliti terlebih dahulu menentukan gen
mana yang akan dipelajari dan hanya berfokus pada
gen tersebut sehingga peneliti menentukan metode
mana yang akan difokuskan untuk pengembangan

metilasi [65]

Methylation Methylation Methylation
level level level
100% 0,1%-99,9% 0%

M U M U M U

Gambar 13. lustrasi hasil elektroforesis MSP

Gambar 14. lustrasi hasil elektroforesis MSP
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Global or
locus-specific?

Global Locus-specific
Cytosine extension Genome-wide or
Bisulfite sequencing candidate gene?
of repetitive elements
HPLC Genome-wide, Candidate gene
Array-based Quantitative or
or not? sensitive?
Array-basﬂt Quantitative Sensitive
Antibody or 5™C RLGS Allele-spe,ciﬁc Methy light
binding Digital or not? MSP
Methy!atpn-sensntwe karyotyping Allele-specific Not
restriction enzyme Library and
Bisulfite modification sequencin
4 g Bisulfite Direct bisulfite sequencing

cloning and + Pyrosequencing
sequencing ’
+ Manual sequencing
* Mass array

Gambar 15. Algoritma penentuan metode analisis metilasi DNA
(Shen and Waterland, 2007)

Gambar 16. Algoritma penentuan metode analisis metilasi DNA
(Shen and Waterland, 2007)

yang paling umum digunakan dalam analisis metilasi
. DNA. MSP adalah teknik analisis DNA yang cepat dan
sensitif. MSP menggunakan konsep PCR berupa
transfeksi DNA. Sebelum MSP dilakukan, perlu
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dilakukan modifikasi bisulfit yaitu penambahan
natrium bisulfit pada sampel DNA yang diisolasi.
Prinsip konversi ini adalah mengubah basa sitosin
yang tidak termetilasi menjadi basa urasil, sedangkan
sitosin yang termetilasi tetap tidak berubah. Konversi
bisulfit ini dimaksudkan untuk membedakan antara
DNA termetilasi dan tidak termetilasi [66]. MSP
menggunakan dua pasangan primer, satu untuk
mengamplifikasi DNA yang termetilasi dan yang
lainnya untuk mengamplifikasi DNA yang tidak
termetilasi. Setelah MSP, sampel diamati dengan
elektroforesis gel agarosa. Hasil elektroforesis
menentukan adanya metilasi DNA, jika sampel
memiliki pita dengan primer termetilasi maka dapat
disimpulkan sampel telah termetilasi, jika sampel
dengan primer yang tidak termetilasi tampak pita,
dapat disimpulkan sampel tidak termetilasi yang
dapat dilihat pada gambar 8. Kelebihan dar