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Abstrak

Proses karsinogenesis pada kanker ovarium melibatkan regulasi tingkat molekular, salah
satunya adalah mRNA. Beberapa penelitian sebelumnya menyebutkan bahwa disregulasi
mRNA HIF1A terjadi pada berbagai kanker. Penelitian melaporkan adanya peningkatan
ekspresi mMRNA HIF1A pada kanker ovarium. Kanker sering berada dalam kondisi hipoksia,
MRNA HIF1A merupakan regulator gen pada kondisi hipoksia. HIF1A terlibat dalam berbagai
hallmark kanker. Berdasarkan hal tersebut, penelitian ini dilakukan untuk mengetahui apakah
terdapat perbedaan ekspresi mMRNA HIF1A pada plasma penderita kanker ovarium tipe
mucinous dan serous. Sampel plasma diambil dari pasien kanker ovarium di RSUP Dr. Sardjito,
tipe mucinous sebanyak 9 sampel dan tipe serous sebanyak 9 sampel. Total RNA diisolasi dari
sampel plasma darah pasien kanker ovarium dengan menggunakan miRCURY RNA isolation
Kit-Biofluid. Kuantifikasi mMRNA HIF1A dilakukan One-step gqRT-PCR dengan kit KAPA ™
SYBR®. Hasil gRT-PCR dianalisis dengan menggunakan Biorad CFX Manager ' Software.
Hasil analisis menunjukkan bahwa terdapat perbedaan ekspresi mRNA HIF1A pada tipe serous
dibandingkan dengan tipe mucinous (p value =0,018). Ekspresi mRNA HIF1A pada tipe serous
meningkat 5,62 kali lipat dibandingkan dengan tipe mucinous. Penelitian ini telah berhasil
membuktikan bahwa mMRNA HIF1A lebih tinggi pada kanker ovarium tipe serous.

Kata kunci: Plasma, mRNA HIF1A, Serous, Mucinous

This work is licensed under a Creative Commons Attribution 3.0 License.

PENDAHULUAN
Pada tahun 2018 Indonesia

Pada wanita insidensi berada pada
urutan ke-8. Kanker ovarium berada di

menempati urutan ke-8 negara dengan
kasus kematian tertinggi akibat kanker.
Indonesia menempati urutan ke-5
kasus kematian akibat kanker ovarium.
Kanker ovarium adalah salah satu
keganasan ginekologis yang masih
menjadi permasalahan kesehatan di
seluruh dunia. Pada tahun 2018,
kanker ovarium merupakan kanker
dengan tingkat insidensi berada di
urutan ke-10 paling banyak diderita.

urutan ke-7 penyebab kematian karena
kanker, urutan ke-7 penyebab kematian
karena kanker pada wanita dan
menempati pada urutan ke-7 prevalensi
terbanyak pada wanita. *%®!

Tingkat mortalitas yang tinggi
disebabkan karena banyak pasien
terdiagnosis sudah dalam keadaan
stadium lanjut dan lebih dari 50%
pasien dengan tingkat keganasan
stadium lanjut akan berakhir pada
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kematian. Saat ini penyakit kanker
ovarium masih menjadi masalah serius
dalam kaitannya dengan manajemen
klinik. Belum adanya metode deteksi
dini yang memuaskan menyebabkan
sulit dalam mendiagnosis dini. Sekitar
70-80% kasus baru kanker ovarium
terdiagnosis pada stadium lanjut dan
telah bermetastasis jauh.” Pasien yang
didiagnosis pada stadium lanjut
(stadium FIGO IIl dan IV) kurang dari
45% vyang memiliki harapan hidup
sampai 5 tahun.®® Kondisi Hipoksia
menyebabkan  tumor  memperoleh
karakteristik menjadi agresif dan
berpotensi meningkatkan metastasis,
penurunan sensitivitas obat, penurunan
apoptosis terkait p53, peningkatan
instabilitas genetik dan laju mutasi.”
Salah satu efektor utama dari hipoksia
adalah transcription factor HIF1A yang
bertanggung jawab untuk meregulasi
survival, angiogenesis dan pengalihan
jalur  metabolisme energi menjadi
glikolisis  (Warburg effect). HIF1A
adalah regulator kunci dari
transkripsional respon terhadap kondisi
hipoksia. Aktivasi HIF1A menyebabkan
ekspresi dari target gen HIF, vyaitu
beberapa gen yang terlibat dalam
proses  angiogenesis, metastasis,
warburg effect dan survival.®! Terkait
dengan hal tersebut perlu dilakukan
penelitian untuk mengetahui ekspresi
MRNA HIF1A pada kanker ovarium tipe
mucinous dan serous.

METODE PENELITIAN

Sampel plasma darah dikoleksi
dari pasien kanker ovarium di RSUP
Dr. Sardjito dengan total 9 sampel
plasma darah pasien kanker ovarium
tipe mucinous dan 9 sampel plasma
darah pasien kanker ovarium tipe
serous. Isolasi RNA total menggunakan
kit miRCURY™ RNA Isolation Kit-
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Biofluids dari Exiqon sesuai dengan
protokol. Sintesis cDNA menggunakan
kit Universal cDNA synthesis kit
(#203300, Exigon) sesuai dengan
protokol. Ekspresi mRNA HIF1A
dideteksi menggunakan real time PCR.
Sekuens primer mRNA HIF1A yaitu: F:
5’AATGCTCCCCTCACCCAACG3; R:
5GCAGGGTCAGCA  CTACTTCG3.
Sekuens primer mRNA Beta actin yaitu:
F:5GGGAATTCAAAACTGGAACGGT
GAAGG3;R:5GGAAGCTTATCAAAGT
CCTCGG CCACA3'. Ekspresi mRNA
HIF1A dikuantifikasi menggunakan kit
KAPA SYBR FAST master mix kit. Data
dianalisis dengan menggunakan Biorad
CFX Manager™'Software untuk
menghitung quantification cycle dari
gPCR. Untuk menghitung perubahan
relatif (fold change) pada ekspresi
mRNA HIF1IA hasil RT gPCR
digunakan metode Livak. Uji komparatif
menggunakan Independent Sample T-
test.

HASIL

Penggunaan metode one-step
gRT-PCR dilakukan untuk memperoleh
produk mRNA yang baik. Sampel hasil
isolasi RNA langsung dilakukan gRT-
PCR tanpa melalui tahap sintesis cDNA
secara terpisah sebelumnya. Proses
gRT-PCR yang telah dilakukan berhasil
mendeteksi adanya amplifikasi mRNA
HIF1A dan mRNA B-Actin pada sampel
plasma pasien kanker ovarium tipe
mucinous dan serous. Nilai Cq hasil
amplifikasi mMRNA HIF1A dan mRNA G-
Actin dapat digunakan untuk
menghitung nilai ekspresi relatif dari
mMRNA HIF1A. Penghitungan nilai
ekspresi relatif dari mRNA HIF1A
dilakukan dengan cara menghitung nilai
delta Cqg antara mRNA HIF1A dan
MRNA B-Actin. Hasil dari penghitungan
nilai delta Cq tersebut disebut sebagai

112

Jurnal Pandu Husada
DOI: https://doi.org/10.30596/jph.v1i2.4613



ANDU
USADA

e-ISSN 2716-0254

No. 1 Vol. 2 Bulan April Tahun 2020

ekspresi relatif mMRNA HIF1A.Nilai
rerata ekspresi relatif dari mRNA HIF1A
masing-masing kelompok ditampilkan

Tabel 2. Fold Change mRNA HIF1A
pada Sampel Plasma Kanker Ovarium
Tipe Mucinous dan Tipe Serous.

pada Gambar 1. Kelompok Target Mean AAC  Fold  Fold
(ACq) * g chang chan
Standar e ge
deviasi (2% -1/

AACq

+

1

HIF1A

kelompok

Gambar 1. Rerata Ekspresi Relatif Hasil
gqRT-PCR mRNA HIF1A pada Sampel
Plasma Kanker Ovarium Tipe Mucinous
dan Tipe Serous yang Dianalisis dengan
Biorad CFX Manager ™ Software.

Hasil uji statistik komparatif
Independent Sample t-test mMRNA
HIF1A ditunjukkan pada Tabel 1.

Tabel 1. Uji Stasistik Komparatif Data
Kuantifikasi Ekspresi mRNA HIF1A
Plasma Pasien Kanker Ovarium Tipe
Mucinous dan Serous

Variabel Mean p value
uMSucmo ;gg + 0.0
mMRNA ' 18 *
HIF1A Serous 4,68 +
2,50
*p<0,05 . perbedaan signifikan,*diuji

dengan Independent Sample t-test

Berdasarkan hasil uji statistik
komparatif didapatkan bahwa terdapat
perbedaan ekspresi mRNA HIF1A pada
tipe mucinous dibandingkan dengan
tipe serous (p<0,018)*.

Untuk mengetahui besar fold
change mRNA HIF1A dari kelompok
mucinous dan serous maka diperlukan
nilai AACq mRNA HIF1A. Besar fold
change dihitung dengan metode Livak
Fold change = 2% hasilnya dapat
dilihat pada Tabel 2.

Mucinous mMRNA 7,60
HIF1A 2,07
mRNA -
B-Actin 24 562

Serous MRNA 4,68
HIF1A 2,50
mMRNA
B-Actin

I+

I+
©

Nilai fold change mRNA HIF1A sebesar
5,62 menunjukkan bahwa ekspresi
MRNA HIF1A plasma tipe serous
meningkat 5,62 kali lipat dibandingkan
dengan tipe mucinous.

DISKUSI

Metode gRT-PCR  dengan
segala keunggulannya merupakan
metode yang tepat untuk kuantifikasi
ekspresi gen terutama mMRNA.”
Molekul mRNA memiliki peran sebagai
mesenger untuk translasi RNA menjadi
sebuah protein.® mRNA B-actin
digunakan sebagai reference gene
karena diekspresikan secara stabil
tanpa terpengaruh keadaan patologis
kanker pada kontrol sehat, kanker
stadium awal maupun stadium lanjut,
selain itu juga dapat ditemukan dalam
plasma darah 21314 mRNA B-actin
merupakan salah satu mRNA yang
paling sering ditemukan pada plasma
sehingga dapat digunakan sebagai
endogenous control %

Hasil penelitan menunjukkan
bahwa ekspresi mRNA HIF1A sampel
plasma tipe serous lebih tinggi
dibandingkan dengan sampel plasma
tipe mucinous. Perhitungan dengan
metode Livak menunjukkan adanya
peningkatan ekspresi mRNA HIF1A
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yang signifikan pada plasma pasien
kanker ovarium tipe serous sebanyak
5,62 kali lipat dibandingkan dengan tipe
mucinous. Ekspresi mRNA HIF1A
berkaitan dengan stadium klinik dan
overall survival yang buruk pada
beberapa tipe kanker.'"® Upregulasi
ekspresi mRNA HIF1A pada kanker
tipe serous berkaitan dengan migrasi,
adhesi, invasi dan metastasis dari sel
kanker.'”*®  mRNA HIF1A terlibat
dalam berbagai jenis kanker yang
berbeda. Ekspresi mRNA HIF1A
dilaporkan sangat tinggi pada jenis
kanker otak, kanker paru-paru, dan
kanker payudara. Pada jenis kanker-
kanker tersebut mMRNA HIF1A berfungsi
sebagai oncogen. Tingkat ekspresi
MRNA HIF1A yang tinggi juga dapat
terjadi karena upregulate pada jalur
biogenesis mRNA. Pada kasus kanker
protein-protein  supresor mengalami
mutasi sehingga menyebabkan
pembatasan ekspresi mMRNA tidak
berjalan dengan baik, hal ini
menyebabkan ekspresi mMRNA
tinggi.**?%#?? Selain itu juga bisa di
sebabkan karena rendahnya ekspresi
mikroRNA akibat adanya mutasi pada
kromosom.  MikroRNA  merupakan
regulator posttranskripsi mMRNA. Faktor
transkripsi  yang meningkat atau
mengalami mutasi pada kasus kanker
dapat mengakibatkan peningkatan
ekspresi mRNA.?! Regulasi epigenetik,
defect transkripsi dan biogenesis
mRNA  HIF1A tersebut  mungkin
merupakan beberapa penyebab
terjadinya upregulate 5,62 Kkali lipat
pada kanker ovarium tipe serous.
Perhitungan dengan metode
Livak menunjukkan hasil peningkatan
ekspresi (upregulated) mRNA HIF1A
yang signfikan pada plasma pasien
kanker ovarium tipe serous
dibandingkan dengan tipe mucinous.
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Ekspresi  mRNA HIF1A berkaitan
dengan clinical outcome yang buruk,
indikator  prognostik yang negatif,
ukuran tumor, stadium, histopatologi
dan grade. Hasil penelitian ini
menunjukkan ekspresi mRNA HIF1A
meningkat sebesar 5,62 kali pada
plasma kanker ovarium  serous
dibandingkan dengan mucinous. Hasil
penelitian sesuai dengan penelitian
sebelumnya vyaitu bahwa ekspresi
HIF1A secara signifikan lebih tinggi
pada kanker ovarium tipe serous
dibandingkan mucinous.  Selain itu
tingkat ekspresi pada poorly
differentiated carcinoma secara
signifikan lebih tinggi dibandingkan
pada well differentiated carcinoma

Peningkatan ekspresi mRNA
HIF1A mungkin juga dapat disebabkan
oleh rendahnya ekspresi protein tumor
supressor PTEN yang mempengaruhi
ekspresi mRNA HIF1A melalui jalur
mTOR. Protein PTEN  berfungsi
menghambat aktivitas protein mTOR,
namun pada kasus kanker hilangnya
PTEN akan menyebabkan stabilitas
mTOR. mTOR adalah protein serin
treonin kinase yang memfosforilasi
protein ribosom S6 kinase dan EIF-4E
binding protein 1, protein tersebut
meningkatkan transkrip MRNA
HIF1A.”*®! Beberapa mekaisme tersebut
mungkin yang menyebabkan ekspresi
mRNA HIF1A mengalami upregulasi
sebanyak 5,62 kali pada tipe serous.
Upregulasi mMRNA HIF1A menyebabkan
proses translasi mMRNA HIF1A dalam
sel kanker akan terus berlangsung
menghasilkan protein HIF1A yang lebih
banyak. Peningkatan protein HIF1A
secara teori akan menyebabkan sel
kanker semakin progresif.

Hipoksia ~menjadi  peristiwa
penting dalam karsinogenesis karena
menyebabkan fenotip sel kanker lebih
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agresif dengan meningkatkan
proliferasi, invasi, formasi metastasis
dan survival yang lebih buruk.”!! Proses
translasi MRNA HIF1A akan
menghasilkan protein HIF1A. Protein
HIF1A merupakan faktor transkripsi dari
beberapa onkogen dan berperan
sebagai protein kunci survival selular
dibawah kondisi hipoksia dan
berhubungan dengan progresi tumor
dan metastasis sel kanker. Pada
kondisi hipoksia HIF1A stabil dan akan
melakukan heterodimer dengan sub
unit HIF1B untuk membentuk komplek
HIF1 yang mengaktifkan transkripsi gen
dengan berikatan pada konsesus
responsif elemen HIF (HRE)
5'RCGTG3' pada promoter dan
enhancer dari target gen antara lain
transporter glukosa, enzim glikolitik dan

gen yang terlibat dalam
glukoneogenesis, metabolisme fosfat
energi tinggi, growth faktor,

eritropoesis, metabolisme hemoglobin,
gen yang terlibat dalam progresi tumor,
metabolisme energi, survival sel,
proliferasi, adhesi, angiogenesis dan
motilitas.** Gen-gen tersebut
diantaranya erythropoietin, transferrin,
endothelin-1, inducible nitric oxide
synthetase, heme oxygenase 1, VEGF,
insulin-like growth factor-2, insulin-like
growth factor binding proteins 2 dan 3,
glucose transporter dan beberapa
enzim glikolitik.”*!

Kestabilan mRNA HIF1A di
dalam plasma darah kanker ovarium
telah terbukti dapat dianalisis secara
kuantitatif. ~Sampel yang memiliki
ekspresi mRNA HIF1A yang rendah
diprediksi merupakan tipe mucinous,
sedangkan sampel yang memiliki
ekspresi mRNA HIF1A yang tinggi
diprediksi merupakan tipe serous.
Dengan diketahuinya perbedaan
ekspresi mMRNA HIF1A plasma kanker
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ovarium tipe mucinous dan serous,
keduanya berpotensi sebagai kandidat
biomarker progesifitas kanker ovarium
dengan penggunaan sampel dari
plasma. mRNA HIF1A dapat dijadikan
pertimbangan sebagai kandidat
biomarker kanker ovarium.

Kesimpulan

Terdapat perbedaan signifikan
ekspresi mRNA HIF1A pada plasma
darah kanker ovarium tipe mucinous
dibandingkan dengan tipe serous (p
value=0,018). Ekspresi mRNA HIF1A
pada plasma kanker ovarium tipe serous
lebih tinggi 5,62 kali lipat dibandingkan
pada tipe mucinous.
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