IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN AKHIR TAHUN
PENELITIAN DASAR UNGGULAN PERGURUAN TINGGI
(PDUPT)

PERANCANGAN PRIMER UNIVERSAL MAGE A-12 UNTUK IDENTIFIKASI
mRNA MAGE A1-12 DALAM UPAYA PENGEMBANGAN
MARKER DETEKSI DINI KANKER PARU

TAHUN KE-2 DARI RENCANA 3 TAHUN

Dr. GONDO MASTUTIK, drh., M.Kes. 0027067304

PROF. Dr. SUHARTONO TAAT PUTRA, dr., MS. 0002064806

ALPHANIA RAHNIAYU, dr., SpPA 0007028106
DIBIAYAI OLEH:

DIREKTORAT RISET DAN PENGABDIAN MASYARAKAT
DIREKTORAT JENDERAL PENGUATAN RISET DAN PENGEMBANGAN
KEMENTERTAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
SESUAIDENGAN PERJANJIAN PENDANAAN PENELITIAN DAN PENGABDIAN
KEPADA MASYARAKAT
NOMOR: 122/SP2H/PTNBH/DRPM/2018

UNIVERSITAS AIRLANGGA
NOVEMBER 2018

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA kkA

ek
LY 1/19
LAPORAN AKHIR TAHUN T
PENELITIAN DASAR UNGGULAN PERGURUAN TINGGI S
(PDUPT) f
g " WMILIK
PERPUSTAKAAN

UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABAYA

PERANCANGAN PRIMER UNIVERSAL MAGE A-12 UNTUK IDENTIFIKASI
mRNA MAGE A1-12 DALAM UPAYA PENGEMBANGAN
MARKER DETEKSI DINI KANKER PARU

TAHUN KE-2 DARI RENCANA 3 TAHUN

Dr. GONDO MASTUTIK, drh., M.Kes. 0027067304
PROF. Dr. SUHARTONO TAAT PUTRA, dr., MS. 0002064806
ALPHANIA RAHNIAYU, dr., SpPA 0007028106

DIBIAYAI OLEH:

DIREKTORAT RISET DAN PENGABDIAN MASYARAKAT
DIREKTORAT JENDERAL PENGUATAN RISET DAN PENGEMBANGAN
KEMENTERIAN RISET, TEKNOLOGI, DAN PENDIDIKAN TINGGI
SESUAI DENGAN PERJANJIAN PENDANAAN PENELITIAN DAN PENGABDIAN
KEPADA MASYARAKAT
NOMOR: 122/SP2H/PTNBH/DRPM/2018

UNIVERSITAS AIRLANGGA
NOVEMBER 2018

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

HALAMAN PENGESAHAN

Judul - PERANCANGAN PRIMER UNIVERSAL MAGE A-12
UNTUK IDENTIFIKASI mRNA MAGE A1-12 DALAM
UPAYA PENGEMBANGAN MARKER DETEKSI DINI
KANKER PARU

Peneliti/Pelaksana

Nama Lengkap - Dr. drh. GONDO MASTUTIK, S.KH, M.Kes
Perguruan Tinggi : Universitas Airlangga

NIDN : 0027067304

Jabatan Fungsional . Lektor

Program Studi : Patologi Anatomik

Nomor HP : +6281231071818

. gondomastutik@fk.unair.ac.id;
Alamat surel (e-mail) : . .
gondomastutik@gmail.com

Anggota (1)

Nama Lengkap : Dr. dr.. Dr SUHARTONO TAAT PUTRA M.S
NIDN : 9990409798

Perguruan Tinggi . Universitas Airlangga

Anggota (2)

Nama Lengkap . dr. ALPHANIA RAHNIAYU S.Ked, Sp.P.A
NIDN : 0007028106

Perguruan Tinggi . Universitas Airlangga

Institusi Mitra (jika ada)
Nama Institusi Mitra L.

Alamat L.

Penanggung Jawab D -

Tahun Pelaksanaan : Tahun ke 2 dari rencana 3 tahun
Biaya Tahun Berjalan : Rp 110,000,000

Biaya Keseluruhan : Rp 360,000,000

Kota Surabaya, 8 - 11 - 2018
Ketua,

1—/

(Dr. drh. GONDO MASTUTIK, S.KH, M.Kes)
NIP/NIK 197306272002122001

\ % SR o
(Prof. H."Hery Pulnobasfiki, drs., Msi., PhD.)
NIP/NTK=19670507 199102 1001

MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVEKRSITAS AIRLANGGA
SURABAYA

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

RINGKASAN

Kanker paru merupakan penyebab kematian pertama akibat kanker. Diagnosis kanker
paru biasanya pada stadium lanjut dan prognosis yang buruk dengan mortalitas masih tinggi
sehingga masih diperlukan pengembangan deteksi dini kanker paru dengan menggunakan
penanda molekuler yang spesifik untuk kanker.Gen melanoma antigen (MAGE) MAGE
hanya diekspresikan pada sel kanker dan jaringan testis nomal. Sel kanker paru jenissmal/
cell lung cancer (SCLC) atau non smal cell lung cancer (NSCLC), mengekspresikagen
MAGE A yang dapat diidentifikasi dengan teknik reverse trancriptase polymerase chain
reaction (RT PCR). Ekspresi gen MAGE A berpotensi sebagai marker molekuler untuk
pengembangan marker deteksi dini kanker paru. Gen MAGE A terdapat 12 variant yaitu
MAGE Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, Al1, A12.Primer universal yang ada saat
ini hanya mampu mendeteksi ekspresi gen MAGE variant A1 sampai A6, padahal variant lain
gen MAGE yaitu variant A7, A8, A9, A10, All, Al2 juga banyak diekspresikan pada
beberapa jenis kanker, termasuk kanker paru. Oleh karena itu diperlukan perancangan primer
universal yang mampu mengidentifikasi ekspresi gen MAGE A variant Al sampai Al12 pada
kanker paru.

Tujuan umum penelitian ini adalah mendapatkan primer universal MAGE Al-12
untuk identifikasi mRNA MAGE Al-12 dari bahan core biopsi, forcep biopsi, dan broncho
alveolar lavage (BAL) jaringan paru dalam upaya mengembangkan marker deteksi dini
kanker paru. Bahan hasil core biopsi dan forcep ini merupakan masa jaringan kecil atau
spesimen kecil, dimana bahan core biopsi mewakili kanker paru dengan lokasi di perifer dan
bahan forcep biopsi mewakili kanker paru dengan lokasi di central. Bahan BAL mewakili sel
epitel yang paru yang lepas dari jaringan dengan jumlah sel yang sangat sedikit. Tahun II
dilakukan identifikasi mMRNA MAGE A1-12 dengan menggunakan primer universal MAGE
A1-12 dan diagnosis histopatologi pada bahan hasil forcep biopsi jaringan paru, kemudian
dilakukan analisis perbandingan hasil pemeriksaan histopatologi dengan RT PCR mRNA
MAGE Al-12.

Pasangan primer untuk medeteksi ekspresi mRNA MAGE Al-10 pada penelitiannini
yiatu GMF10/GMR10 pada first round dan GMF10/GMR12 pada second round. Primer
untuk mendeteksi MAGE A11 yaitu GMF11/GMR11 untuk first round dan GMF11/GMR12
untuk second round. Primer untuk mendeteksi MAGE A12 yaitu GMF12/GMR10 untuk first
round dan GMF12/GMR12 untuk second round.

Primer MAGE A1-10 dapat mendeteksi sel kanker yang mengekspresikan paling
sedikit satu gen MAGE A dari 10 variant gen MAGE A. Marker molekuler ini mungkin dapat
digunakan sebagai tool baru untuk mendetekst ekspresi gen MAGE pada kanker. Pasangan
primer tersebut adalah GMF10 yaitu 5’-GAAGAYCTGCCWGTGGGTC-3’, GMRI0 yaitu
5’- CTCCAGGTASTTYTCCTGCAC-3", GMRI12 yaitu 5’-CCAGY ATTTCTGCCTTTGT
GA-3°, GMFI11 vaitu 5-GGAGGAGAACAAGTGCTGTGG-3’, GMRI11 yaitu 5’-CACC
AGGTACTTTTCC TGCAC-3’, GMF12 yaitu 5’-CCAAGCATC CAGGTT CTGAGG-3’

Ekspresi mRNA MAGE Al-12 dari sampel forcep biopsi yaitu MAGE Al-10 57.7%,
Mage Al-6 23.1%, MAGE A126.9%, MAGE A12 15.4%, MAGE A2, A3, dan A8 masing-
masing 11.5%, MAGE A523.1%, MAGE A9 7.7%, dan MAGE A113.85%.

Hasil penelitian ini dapat bdigunakan untuk mendeteksi ekspresi mRNA MAGE Al-
12 dari sampel core biopsi dan forcep biopsi, sehingga masih perlu dilanjutkan untuk sampel
dari hasil BAL. Selain itu juga bisa digunakan untuk mendeteksi ekspresi mRNA MAGE
Al-12 pada jenis kanker yang lain, seperti kanker rongga mulut, kanker prostat, kanker
payudara, kanker otak, dan jenis kanker yang lain.

Kata kunci: mRNA MAGE A, pimer universal MAGE A1-12, deteksi dini kanker paru, RT PCR

MILIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGG »

SURABAYA
LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A=12.....—————————GONDBO-MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

PRAKATA

Puji syukur kehadirat Allah SWT yang telah melimpahkan berkah dan rahmatnya
sehingga kegiatan penelitian yang berjudul: Perancangan Primer Universal Mage A-12 Untuk
Identifikasi mRNA Mage Al-12 Dalam Upaya Mengembangkan Marker Deteksi Dini Kanker
Paru, dapat terlaksana dengan baik dan masih akan berlanjut sesuai dengan tahapan penelitian.
Kegiatan penelitian ini merupakan kegiatan tahun kedua dari rencana 3 tahun penelitian yang
dibiayai oleh Direktorat Riset Dan Pengabdian Masyarakat, Direktorat Jenderal Penguatan
Riset Dan Pengembangan, Kementerian Riset, Teknologi, Dan Pendidikan Tinggi sesuai
dengan Perjanjian Pendanaan Penelitian dan Pengabdian Kepada Masyarakat, Nomor:
122/SP2H/PTNBH/DRPM/2018. Oleh karena itu kami mengucapkan terima kasih kepada
pihak yang telah membantu pelaksanaan kegiatan penelitian ini ini, yaitu:

1. Direktorat Riset Dan Pengabdian Masyarakat, Direktorat Jenderal Penguatan

Riset Dan Pengembangan, Kementerian Riset, Teknologi, Dan Pendidikan
Tinggi

Rektor Universitas Airlangga

Ketua dan staf LPI Universitas Airlangga

Dekan Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga

Ketua Departemen Patologi Anatomi Fakultas Kedokteran Universitas Airlangga
Ketua dan staf Institute of Tropical Diseases Universitas Airlangga

NS R WN

Semua pihak yang telah membantu pelaksanaan penelitian ini
Kami menyadari bahwa dalam penyusunan laporan ini masih banyak kekurangan,
schingga kami menerima saran untuk menyempurnakan laporan ini. Akhir kata semoga

kegiatan pengabdian kepada masyarakat ini dapat memberikan manfaat kepada kita semua.

Surabaya, November 2018
Penulis

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR ISI

HALAMAN PENGESAHAN . .. ..ottt et e e st
DAFTAR TABEL: iiomsvaisnsmsstuisdsns s sisss s s msesemmasyrnssronss b SRS
1.1 Latar BelaKang ...........oooiioeieiiiiee e e e s e
1.2 Rumisan Masalah .. ... soimsamsnismm s isvessssasansssesssissons
BAB2 TINJAUANPUSTAKA .......ooiiiiiiniiiiiinrnee e ieeie e raacensna seasns sans
2.1 Tinjauan tentang Kanker Paru ...
2.2 Tinjauan tentang MAGE...... ....cccivmiiiiniimiimiinsieioniniainnenannssisnss
2.3 Hasil Penelitian Tahun Pertama ..........cccoooviiiieciiiie i
BAB3 TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN
3.1 Tujuan Penelitin ..........ccoooiiiiiimiimneiense e
3.3.1 Taguaii UMM oo crommmmimummmsassonmmess samas o siees sassansmmonsnmssss
3.1.2 Tujuan KRUSUS .......ooeieii ittt ee s e e
3.2 Manfaat Penelitian ... ..........ocoovvoiiieiieeicie e e
3.2.1 ManfREE TOOIIS :.ousiuiinie svvvsvsibsemiessvs s s Bes s v ans sassvumesss
322 MADTAAE PIAKES ... .o cunsnmn e mnons snmannsanas samens vss od S58R S bR RE
BAB4E METODEPENELTFIAN. ... csssivus s pamsmmn s
B Y TeniS Penelitian. . ... ..onmnrmwtnnmsssss s e ok s AR R
4.2 Sampel Penelitian .. R R AR A e S A S AR
4.3 Waktu dan Tempat Peneiman .......................................................
4.4 Prosedur Penelitian. .. ..........cooieiii e it e e
4.4.1 TahunII ..
44.1.1 IdentlfkaSI mRNA MAGE Al 12 Menggumkan aner Umversal
MAGE A-12 .
4.4.1.2 Diagnosis dan Ideﬂllilk‘ISl Jems Kankcr Paru
442 TAMUNTIL ......coovinnerinesrnesesssarssssnasssnssnesssasmssssnssnsasasssosssaianssaasntssnasscivnasass
4.5 Analisis Hasi Peneltian ... cooovmamss svmssmssmmmiosmmmans sopasvnmmmsmnzs sy
A6 AIMTPenCIBAN... .. .......ooocssssis sy mesies S STV e R s s e bres
BABS5 HASIL DAN LUARAN YANG DICAPAI .....cccoiiiiiiiii e
5.1 Primer untuk Identifikasi MAGE A1-12 ..o
5.2 Pengumpulan Sampel dari Bahan Forcep Biopsi ...
S A TIASH POR covvvnunsvass i omisssinsis damss s s s st sussssnm i s anes
BAB6 RENCANA TAHAPAN BERIKUTNYA ......ccciiiiiiiiiiiiiii i iean
BAB7 KESIMPULAN DAN SARAN ...t i mi e e
IDDAFTAR PUSTARA vcovvimninsnsss oo s oo s s S0 s ssasas i onis s s Wis i wons s3n s
TTIRMEIANE i i e K A B A S S S e A A s G S S

ii
i1
iv

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

DAFTAR TABEL
Tabel 5.1 Pasangan primer untuk idenfikasi nRNA MAHE Al-12 ........................ 19
Tabel 5.2 Ekspresi MAGE A1-12 pada sampel bahan forcep biopsy kanker paru ........ 21
DAFTAR GAMBAR
Gambar 5.1. Hasil PCR identifikasi MAGE A1-10 dan MAGE Al-6 ................ 23
Gambar 5.2. Hasil PCR identifikasi indivual MAGE Al, A2,dan A3................ 22
Gambar 5.3. Hasil PCR identifikasi indivual MAGE AS, A8,dan AS................. 22
Gambar 5.4. Hasil PCR identifikasi indivual MAGE Alldan Al2.................... 23
DAFTAR LAMPIRAN

Lampiran 1  Draft Publikasi : A Molecular strategy for detecting the mRNA of MAGE
A1-10 from core biopsy of lung cancer ................ooeiiiiiii 31
Lampiran2  Draft Publikasi : The Expression of MAGE A1l and A12 in lung cancer.. 48

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA— ——————— —

MILIK
PERPUSTAKAAN
BAB1 UNIVERSITAS AIRLANGGA
PENDAHULUAN SURABAYA

1.1 Latar Belakang

Kanker paru merupakan penyebab kematian pertama akibat kanker.Jumlah kasus
kanker paru tahun 2012 sebanyak 1.825 juta yaitu 1.242 juta pada laki-laki dan 583 juta pada
wanita. Angka kematian lebih 1.590 juta (sekitar 87%) (Ferlay et al., 2015). Kanker paru di
Amerika Serikat tahun diperkirakan terdapat 221.200 kasus kanker paru dan bronchial yaitu
115.610 kasus pada laki-laki dan 105.590 kasus pada wanita, dan terdapat 158.040 kematian
(86.380 pada laki-laki dan 71.660 pada wanita) yang terjadi karena penyakit ini (Siegel RLe?
al., 2015). Kejadian kanker paru di Indonesia merupakan insiden tersering kedua yaitu
terdapat 25.322 kasus. Jumlah kematian 22.525kasus yaitu 89% dari jumlah kasus (Ferlay J et
al., 2014).Diagnosis kanker paru meliputi pemeriksaan fisik yang kemudian dilanjutkan
dengan pemeriksaan foto rontgen dadadan diperjelas dengan melakukan computed
tomography (CT) scan. Pemeriksaan histopatologi diperlukan untuk menentukan jenis kanker
paru berdasarkan klasifikasi histopatologi.Pemeriksaan ini berdasarkan pada perubahan sel
dan struktur jaringan sehingga baru bisa mendeteksi kelainan setelah masa tumor berukuran
besar dan mulai menimbulkan gejala. Saat ini diagnosis selalu terlambat karena penderita
kanker paru biasanya memeriksakan diri ketika sudah muncul gejala, seperti batuk kronik,
batuk darah, nyeri, dan lain lain. Gejala tersebut biasanya muncul saat kanker sudah
mencapai stadiumlanjut. Oleh karena itu prognosis kanker paru secara umum selalu buruk
(PDPI, 2003). Diagnosis kanker paru biasanya pada stadium lanjut dan prognosis yang buruk
dengan mortalitas masih tinggi sehingga masih diperlukan pengembangan deteksi dini kanker
paru dengan menggunakan penanda molekuler yang spesifik untuk kanker. Hal tersebut
menunjukkan masih diperlukan pengembangan metode diagnosis atau deteksi dini kanker
paru.

Gen melanoma antigen (MAGE) MAGE disebut sebagai gen kanker testis antigen
karena hanya diekspresikan pada sel kanker dan jaringan testis nomal yaitu pada spematid
dan spematogonia (De Plaen et al.,1994;: Van Baren N er al, 1999, Jungbluth AA et al,
2000, Luo G et al, 2002). Sel somatik normal lain tidak mengekspresikan gen MAGE karena
terjadi metilasi CpG pada regio promoter gen MAGE sehingga faktor transkripsi tidak bisa
berikatan dengan element promotor yang menghasilkan hambatan ekspresi MAGE (gene
silent). Gen MAGE menjadi aktif pada sel tumor sebagai hasil dari hipometilasi CpG pada 2

element promoter MAGE yaitu B* dan B yang terletak pada up stream -63 sampai dengan -46

1
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sehingga faktor transkripsi Ets binding dengan element promoter B’ dan’ B yang
menyebabkan aktivasi transkripsi MAGE sehingga menghasilkan mRNA MAGE yang
spesifik hanya terekspresi ketika sel mengalami transformasi menjadi sel kanker (De Smet C,
et al. 1996; Xiao J, et al. 2005; Zhang J, et al., 2004). Gen MAGE A diekspresikan pada
banyak jaringan kanker. Gen MAGE Al diekspresikan pada kanker lambung (Ries J, et al.
2005; Kim YM, et al. 2001; Chen XH, et al. 2004; Kong U, et al. 2004; Li J, et al. 1996),
pada kanker colorectal (Li M, et al. 2005), oral squamus carcinoma (Chi SN, et al. 2002),
kanker paru (Sakata M, 1996) dan kanker ginjal (Yamanaka K, et al. 1998). Gen MAGE Al,
A2, A3, A4, A6, Al0 dan A12 sering diekspresikan pada beberapa tumor seperti pada
melanoma, bladder carcinorﬁa. non-small cell lung carcinoma, head and neck carcinoma,
squamus cell carcinoma esophagus, tetapi tidak diekspresikan pada jaringan normal keculai
pada testis (Van Baren N, er al. 1999). Sel kanker paru, baik pada small cell lung cancer
(SCLC) atau non smal cell lung cancer (NSCLC), mengekspresikan molekul MAGE A
(Sugita M, et al., 2002; TajimakK, ef al., 2003; Tsai JR, ef al., 2007, Kim YD,et al., 2012;
Shin KC,et al., 2012; Karimi S, ef al., 2012). Gen MAGE A diekspresikan pada sel kanker
NSCLC dan sel di sekeliling jaringan kanker yang secara histoptaologi tampak normal
(Karimi S, ef al., 2012). Sel epithel bronchial dari perokok juga mengekspresikan salah satu
gen MAGE A (Jang SJ,ef al., 2001). Aktivasi transkripsi gen MAGE A menghasilkan mRNA
MAGE A dapat diidentifikasi dengan teknik reverse trancriptase polymerase chain reaction
(RT PCR). Hal ini menunjukkan bahwa mRNA MAGE A dapat berguna untuk deteksi dini
kanker paru dan juga untuk skreening kanker paru. Ekspresi gen MAGE A berpotensi sebagai
marker molekuler untuk pengembangan marker deteksi dini kanker paru.

Gen MAGE A terdapat 12 variant yaitu MAGE Al, A2, A3, A4, AS, A6, A7, A8, A9,
A10, All, Al2.Ekspresi gen MAGE A pada kanker paru dapat dideteksi dengan
menggunakan primer universal MAGE A yaitu mampu mendeteksi MAGE A variant Al, A2,
A3, A4, AS, A6 dengan teknik reverse transcription polymerase chain reaction (RT PCR)
nested PCR. Produk yang dihasilkan yaitu 831-855 base pair (bp) pada PCR first round PCR
dan 469-493 bp pada second round PCR yang kedua (Park JW, et al., 2002, Jheon S, et al,
2004, Kim HR, et al., 2009, Shin KC et al., 2012). Penelitian Karimi S, ef al., (2012) dengan
teknik RT PCR menunjukkan bahwa paling sedikit satu gen MAGE A variant Al, A2, A3/6,
A4, atau Al12 dapat ditemukan pada kanker paru jenis squamous cell carcinoma dan
adenocarcinoma. Ekspresi gen ini bisa satu gen atau terjadi koekspresi yang artinya lebih dari
satu variant gen MAGE A mengalami aktivasi transkripsi pada satu penderita kanker paru.
Demikian juga dengan hasil penelitian lain yaitu mendeteksi 32 gen MAGE menunjukkan

2
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bahwa MAGE A paling sering diekspresikan pada kanker paru secara berurutan yaitu MAGE
A2, A7, All, Hl, B6, dan B2. Gen MAGE yang paling diekspesikan pada jenis
adenocarcinoma paru secara berurutan yaitu A2, A7, Al1, B6, D2, H1, sedangkan pada jenis
squamous cell carcinoma secara berurutan yaitu A2, A8, A7, B2, A4, All (Tsai JR, el al.,
2007). Ekspresi MAGE Al, A3, A6, Al12, 4b juga ditemukan pada NCSLC dan SCLC (Sugita
et al, 2002). Hal ini menunjukkan bahwa selain MAGE A1-6, juga masih ada variant MAGE
A lain yaitu MAGE A7, A8, A9, Al0, All, Al2, yang juga diekspresikan pada kanker paru,
baik jenis NSCLC atau SCLC. Hal ini menjadi penting jika ekspresi MAGE A ini digunakan
sebagai marker diagnosis atau deteksi dini. Semakin banyak variant gen MAGE A yang dapat
diidentifikasi maka diagnosis bisa dilakukan lebih dini sehingga memberikan dampak
prognosis yang lebih bagus. Primer universal yang ada saat ini hanya mampu mendeteksi
ekspresi gen MAGE variant A1 sampai A6, padahal variant lain gen MAGE yaitu variant A7,
A8, A9, Al0, All, Al2 juga banyak diekspresikan pada beberapa jenis kanker, termasuk
kanker paru. Oleh karena itu diperlukan perancangan primer universal yang mampu
mengidentifikasi ekspresi gen MAGE A variant Al sampai A12 pada kanker paru.
Berdasarkan hal tersebut perlu dilakukan penelitian eksplorasi laboratorik yang
bertujuan untuk mendapatkan primer universal MAGE Al-12 untuk identifikasi mRNA
MAGE A1-12 dari bahan core biopsi, forcep biopsi, broncho alveolar lavage (BAL) jaringan
paru dalam upaya mengembangkan marker deteksi dini kanker paru. Bahan hasil core biopsi
dan forcep ini merupakan masa jaringan kecil atau spesimen kecil, dimana bahan core biopsi
mewakili kanker paru dengan lokasi di perifer dan bahan forcep biopsi mewakili kanker paru
dengan lokasi di central. Bahan BAL dan FNAB mewakili sel epitel yang paru yang lepas
dari jaringan dengan jumlah sel yang sangat sedikit. Tahun II dilakukan identifikasi mRNA
MAGE Al-12 dengan menggunakan primer universal MAGE Al-12 dan diagnosis
histopatologi pada bahan hasil forcep biopsi jaringan paru, kemudian dilakukan analisis
perbandingan hasil pemeriksaan histopatologi dengan RT PCR mRNA MAGE Al-12.
Tahun HI dilakukan identifikasi mRNA MAGE Al-12 dengan menggunakan primer
universal MAGE A1-12 dan diagnosis sitopatologi pada bahan hasil BAL dari jaringan paru,
kemudian dilakukan analisis perbandingan hasil pemeriksaan sitopatologi dengan RT PCR
mRNA MAGE Al-12. Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai marker untuk
deteksi dini kanker paru sehingga dapat menurunkan angka mortalitas akibat kanker paru.
Sesuai dengan target capaian Universitas Airlngga dalam peridode 2016-2020,
dengan tema riset unggulan Kanker dan Autoimun, maka luaran penelitian ini adalah

publikasi pada jurnal internasional bereputasi. Selama ini penelitian tentang deteksi ekspresi
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MAGE A yang dipublikasi pada jurnal ilmiah intemasional adalah hanya tentang deteksi
MAGE Al-6. Gen MAGE A memiliki 12 famili yaitu MAGE Al sampai MAGE Al2.
Deteksi ekspresi Gen MAGE sekaligus untuk MAGE Al sampai MAGE Al2 belum
ditemukan. Untuk kepentingan diagnosis dan pengembangan marker deteksi dini, maka
diperlukan kemampuan untuk mendeteksi ekspresi MAGE Al sampai A12 sekaligus. Hasil
penelitian ini pada tahun pertama baru menemukan deteksi ekspresi Gen MAGE Al sampai
10, untuk A1l dan A12 tidak bisa dilakukan sekaligus dalam satu primer karena gen MAGE
All dan A12 memilki keragaman yang berbeda.

Hasil penelitian ini memilki keunggulan dibanding hasil penelitian yang telah di
publikasi di jumal internasional sebelumnya. Penelitian sebelumnya hanya bisa mendeteksi
ekspresi MAGE Al sampai A6, sedangkan hasil penelitian ini mampu mendeteksi MAGE Al
sampai 10. Untuk mendeteksi MAGE Al1 dan Al2, telah dilakukan design primer dengan
kondisi PCR yang sama dengan primer MAGE Al sampai A10 schingga masih bisa
dilakukan sekaligus dalam satu mesin PCR yang sama dan waktu bersamaan. Ekspresi gen
MAGE A kadang diekspresi salah satu Gen MAGE A1 sampai Al2, kadang juga bersamaan
yaitu MAGE Al dengan MAGE A yang lain. Jika menggunakan biomarker deteksi MAGE
Al sampai A6 saja kadang A8, A9, juga Al10 juga diekspresikan sementara MAGE Al-6
tidak diekspresikan sehingga bisa menghasilkan negatif palsu, sehingga jika menggunakan
primer hasil design pada penelitian ini, dapat mendeteksi ekspresi Gen MAGE yang lebuh
banyak sehingga hasil negatif palsu dapat dihindarkan dan hasil diagnosis menjadi lebih
akurat.

Hasil penelitian dapat dipublikasi pada jumal intrensional bereputasi. Tahap pertama
penelitian ini adalah menggunakan primer hasil design baru untuk mendeteksi kanker paru,
baik dari jaringan hasil core biopsi yang mewakili kanker paru perifer, jaringan hasil forcep
biopsi yang mewakili kanker paru sentral, dan sel yang lepas dari jaringan kanker paru hasil
BAL. Tahap kedua dari penelitian ini menggunakan primer hasil design untuk mendeteksi
ekspresi gen MAGE Al-10 pada kanker yang lain yaitu kanker prostat, kanker liver, kanker
payudara, dan kanker lainnya. Selanjutnya dalam jangka panjang, hasil penelitian ini dapat
digunakan sebagai marker deteksi dini kanker.

1.2  Rumusan Masalah
Rumusan masalah tahun II penelitian ini adalah
1. Bagaimanakah data identifikasi mRNA MAGE Al-12 dengan menggunakan primer
universal MAGE A1-12 pada bahan hasil frocep biopsi jaringan paru?
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. Bagaimanakah hasil diagnosis dan identifikasi jenis kanker paru dengan pemeriksaan
histopatologi pada bahan hasil forcep biopsi jaringan paru?

. Bagaimanakah hasil analisis pemeriksaan histopatologi dibandingkan dengan data
identifikasi mMRNA MAGE A1-12 dengan menggunakan primer universal MAGE Al-
12 pada bahan hasil forcep biopsi jaringa paru?

Rumusan masalah tahun III penelitian ini adalah

Bagaimanakah data identifikasi mRNA MAGE Al-12 dengan menggunakan primer
universal MAGE A1-12 dari bahan broncho alveolar lavage (BAL) jaringan paru.
Bagaimanakah hasil diagnosis dan identifikasi jenis kanker paru dengan pemeriksaan
sitopatologi dari bahan broncho alveolar lavage (BAL) jaringan paru.

Bagaimanakah hasil analisis pemeriksaan sitopatologi dibandingkan dengan data
identifikasi mRNA MAGE A1-12 dengan menggunakan primer universal MAGE Al-

12 dari bahan broncho alveolar lavage (BAL) jaringan paru.
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BAB 2 PE MILIK -7
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2.1 Tinjauan tentang Kanker Paru

Insiden kanker paru di dunia merupakan insiden terbanyak ketiga setelah kanker
payudara dan kanker prostat, namun merupakan penyebab kematian pertama akibat
kanker.Kasus kanker paru pada laki-laki merupakan kanker terbanyak dan pada wanita
merupakan kanker keempat setelah kanker payudara, kolorektum, dan kanker serviks. Jumlah
kasus kanker paru tahun 2012 yaitu 1.825 juta ( 1.242 juta pada laki-laki dan 583 juta pada
wanita) dengan angka kematian 1.590 juta (Ferlay et al., 2015). Tahun 2015 di Amerika
Serikat, kanker paru merupakan kanker kedua pada laki-laki setelah kanker prostat dan
kanker kedua pada wanita setelah kanker payudara. Diperkirakan terdapat 221.200 kasus
kanker paru dan bronchial yaitu 115.610 kasus pada laki-laki dan 105.590 kasus pada wanita,
dan terdapat 158.040 kematian (86.380 pada laki-laki dan 71.660 pada wanita) yang terjadi
karena penyakit ini (Siegel RL et al., 2015). Insiden kanker paru di Indonesia merupakan
insiden tersering kedua setelah kanker payudara, terdapat 25.322 kasus dan jumlah kematian
22.525 (89%) (Ferlay J et al., 2014).

Kanker paru adalah salah satu jenis penyakit paru yang memerlukan penanganan dan
tindakan yangcepat dan terarah. Penegakan diagnosis penyakit ini membutuhkan ketrampilan
dan sarana yang tidaksederhana dan memerlukan pendekatan multidisiplin kedokteran.
Penyakit ini membutuhkan kerja samayang erat dan terpadu antara ahli paru dengan ahli
radiologi diagnostik, ahli patologi anatomi, ahliradiologi terapi dan ahli bedah toraks, ahli
rehabilitasi medik dan ahli-ahli lainnya. Pengobatan ataupenatalaksaan penyakit ini sangat
bergantung pada kecekatan ahli paru untuk mendapatkan diagnosispasti. Penemuan kanker
paru pada stadium dini akan sangat membantu penderita, dan penemuandiagnosis dalam
waktu yang lebih cepat memungkinkan penderita memperoleh kualitas hidup yanglebih baik
dalam perjalanan penyakitnya meskipun tidak dapat menyembuhkannya. Pilihan terapi
harusdapat segera dilakukan, mengingat buruknya respons kanker paru terhadap berbagai
jenis pengobatan.Bahkan dalam beberapa kasus penderita kanker paru membutuhkan
penangan sesegera mungkinmeski diagnosis pasti belum dapat ditegakkan. Kanker paru
dalam arti luas adalah semua penyakitkeganasan di paru, mencakup keganasan yang berasal
dari paru sendiri maupun keganasan dari luarparu (metastasis tumor di paru). Dalam
pedoman penatalaksanaan ini yang dimaksud dengan kankerparu ialah kanker paru primer,

yakni tumor ganas yang berasal dari epitel bronkus atau karsinomabronkus (bronchogenic

6

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

carcinoma). Menurut konsep masa kini kanker adalah penyakit gen. Sebuah selnormal dapat
menjadi sel kanker apabila oleh berbagai sebab terjadi ketidak seimbangan antara
fungsionkogen dengan gen tumor suppresor dalam proses tumbuh dan kembangnya sebuah
sel.Perubahanatau mutasi gen yang menyebabkan tegjadinya hiperekspresi onkogen dan/atau
kurang/hilangnyafungsi gen tumor suppresor menyebabkan sel tumbuh dan berkembang tak
terkendali. Perubahan ini berjalan dalam beberapa tahap atau yang dikenal dengan
prosesmultistep carcinogenesis. Perubahanpada kromosom, misalnya hilangnya heterogeniti
kromosom atau LOH juga diduga sebagai mekanismeketidak normalan pertumbuhan sel pada
sel kanker. Dari berbagai penelitian telah dapat dikenalbeberapa onkogen yang berperan
dalam proses karsinogenesis kanker paru, antafa lain gen myc, genk-ras sedangkan kelompok
gen tumor suppresor antaralain, gen p53, gen rb. Sedangkan perubahankromosom pada lokasi
1p, 3p dan 9p sering ditemukan pada sel kanker paru (Anonim, 2003).

Penderita kanker paru biasanya memeriksakan diri ketika sudah muncul gejala, seperti
batuk kronik, batuk darah, nyeri, penurunan berat badan, dan gejala lain yang biasa
ditemukan pada penyakit paru. Data anamnesis berupa batuk kronik, batuk darah, sesak
nafas, sakit dada, sulit menelan, benjolan di pangkal leher, sembab muka dan leher, kadang
disertai gejala atau keluhan nyeri yang hebat, dan penurunan berat badan. Tidak jarang yang
pertama terlihat adalah gejala atau keluhan akibat metastasis di luar paru, seperti kelainan
yang timbul karena kompresi hebat di otak, pembesaran hepar atau patah tulang kaki. Gejala
dan keluhan yang tidak khas seperti berat badan berkurang, nafsu makan hilang, demam
hilang timbul, sindrom paraneoplastik. Pemeriksaan fisik untuk melakukan diagnosis kanker
paru harus dilakukan secara menyelurub dan teliti karena hasil yang didapat sangat
bergantung pada kelainan saat pemeriksaan dilakukan. Tumor paru yang berukuran kecil dan
terletak di perifer dapat memberikan gambaran normal pada pemeriksaan. Tumor dengan
ukuran besar, terlebih bila disertai atelektasis sebagai akibat kompresi bronkus, efusi pleura
atau penekanan vena kava akan memberikan hasil yang lebih informatif. Metastasis ke organ
lain juga dapat dideteksi dengan perabaan hepar, pemeriksaan funduskopi untuk mendeteksi
peninggian tekanan intrakranial dan terjadinya fraktur sebagai akibat metastasis ke tulang
(PDPI, 2003). Setelah dilakukan pemeriksaan fisik maka perlu dilakukan pemeriksaan foto
rontgen dada untuk mengetahui masa yang terdapat pada paru, pelebaran mediastinum,
atelektasis, konsolidasi atau pneumonia atau efusi pleura. Diagnosis diperjelas dengan
melakukan computed tomography (CT) scan. Pemeriksaan histopatologi diperlukan untuk
menentukan jenis kanker paru berdasarkan klasifikasi histopatologi.Beberapa pemeriksaan
tersebut baru bisa dilakukan setelah penderita memeriksakan diri. Penemuan dini penyakit
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berdasarkan keluhan jarang ditemukan karena keluhan ringan yang muncul tersebut biasanya
sudah mencapai stage II dan III. Oleh karena itu prognosis kanker paru secara umum selalu
buruk dan penderita meninggal.

Kanker paru secara nyata baru terdeteksi pada stadium akhir dan mempengaruhi
kelangsungan hidup penderita Hambatan untuk mendeteksi awal yaitu lokasi tumor tidak
terdeteksi. Beberapa pendekatan dilakukan untuk mendeteksi dini kanker paru, salah satunya
yaitu pendekatan dengan memanfaatkan sifat biologis sel kanker. Berdasarkan sifat biologis
dari sel kanker dapat dilakukan untuk mengidentifikasi kanker sebelum muncul gejala.
Molekul unik yangdiekspresikan atau yang diekspresikan pada kadar yang tinggi
dibandingkan pada sel normal mungkin dapat berguna sebagai biomarker kanker paru (Sugita
M 2002).

Smal cell lung cancer (SCLC) terdapat pada sekitar 10 - 15% dari semua kanker paru.
Ukuran sel kankerterlihat kecil denngan mikroskop. Nama lain untuk SCLC adalah oat sel
kanker atau karsinoma sel gandum.Kanker ini jarang terjadi pada orang yang belum pernah
merokok.SCLC sering dimulai di bronkus dekat pusat dada, dan cenderung menyebar secara
luas.Non smal cel lung cancer (NSCLC) terdapat sekitar 85 - 90% dari kasus kanker paru.
Ada 3 subtipe utama dari NSCLC yaitu squmous cell carcinoma (SCC) yaitu 25 -30%,
adenocarcinoma yaitu 40%, dan large cel carcinoma yaitu 10-15%. Penatalaksanaan yaitu

pendekatan pengobatan dan prognosis untuk ketiga kelompok kanker paru ini hampir sama.

2.2 Tinjauan tentang MAGE

Gen melanoma antigen (MAGE) termasuk gen kanker testis yang diekspresikan hanya
pada sel kanker dan testis normal yaitu pada spermatid dan sprematogoniasehingga disebut
dengan istilah gen kanker-testis untuk gen pengkode dan antigen kanker-testis untuk antigen
(De Plaen et al.,1994; van Baren N et al, 1999, Jungbluth AA et al., 2000, Luo G et al, 2002).
Gen kanker testis pertama kali diisolasi dari melanoma. Gen ini dikenal sebagai gen
melanoma antigen (MAGE) (Kumar V, et al. 2005).

Saat ini telah ditemukan beberapa gen kanker testis seperti Superfamily MAGE,
family SSX, GAGE, BAGE, SCP-1, NY-ESO-1, CTpl1, dan HCA587 (Zhao L., et al, 2004).
Famili gen MAGE terdiri dari 17 gen yang dikategorikan menjadi tiga kelompok yaitu
MAGE-A, MAGE-B, dan MAGE-C. MAGE-A beranggotakan 12 gen, termasuk MAGE-1
(yang juga dikenal dengan MAGE-A1) terletak pada regio Xq28. MAGE-B terdiri dari 4 gen
yang terletak pada regio Xp21.3 dan MAGE-C1 baru dikenal terletak pada pita Xq26 ( Kim
YM, et al. 2001 dan Chen H, et al. 2000).
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Gen kanker testis mempunyai beberapa kekhususan yaitu 1) terutama banya
diekspresikan oleh jaringan tumor tetapi tidak diekspresikan pada jaringan normal kecuali
pada testis (Van Der Bruggen P, e al. 1991; Van Baren N, ef al. 1999; Chen H, et al. 2000;
Xiao J, et al. 2005; Lv J, et al. 2002). 2) gen yang mengkode antigen kanker testis terletak
pada kromosom X sehingga ekspresi gen tersebut tidak tergantung pada jenis kelamin
penderita (Zhao L, et al. 2004; Chen H, et al. 2000). mRNA MAGE-1 terdiri dari 1722,
yang meliputi exon 1, 2, dan 3. Area koding (CoDing Sequence/ CDS) terletak pada exon 3
yaitu pada nukleotida 188 sampai 1117 mensintesis 309 asam amino (Strusberg RL, et al.,
2002).

Gen MAGE-1 menjadi aktif pada sel tumor sebagai hasil dari hipometilasi CpG
dinukleotida. Mekanisme aktivasi gen MAGE-1 yaitu melaui proses hipometilasi pada 2
element promoter MAGE-1 yaitu B> dan B yang terletak pada up stream -63 sampai dengan -
46. Dua element promoter MAGE-1 ini mempunyai sisi binding dengan faktor transkripsi
Ets. CpG mengalami hipometilasi pada kultur sel tumor yang mengekspresikan MAGE-1,
tetapi mengalami metilasi pada sel normal dan kultur sel tumor yang tidak mengekspresikan
MAGE-1. Metilasi pada CpG menghambat binding faktor transkripsi dengan element
promotor yang menghasilkan hambatan ekspresi MAGE-1 (gene silent). Hipometilasi CpG
pada kultur sel yang mengekpresikan MAGE-1 menyebabkan faktor transkripsi Ets binding
dengan element promoter B’ dan B yang menyebabkan aktivasi transkripsi MAGE-1 (De
Smet C, et al. 1996; 1999; 2004; Xiao J, et al. 2005; Zhang J, et al., 2004) yang
menghasilkan mRNA MAGE-1. Ekspresi MAGE-1 pada sel non tumor dapat diinduksi
secara eksperimental dengan menggunakan agenf yang bisa menyebabkan demetylasi DNA
yaitu S5-aza-2’-deoxycistidine. Ini menunjukkan bahwa demetilasi pada CpG merupakan
mekanisme umum yang menyebabkan ekspresi MAGE-1 (Van Baren N, et al. 1999).

Protein MAGE-1 terletak di sitoplasma kemudian sebagian ditranslokasi ke nukleus
sel untuk mencegah transkripsi sehingga menghambat ekspresi gen. Sebagian disekresikan
sebagai antigen bersama dengan MHC kelas I dan II (Laduron S, ez al. 2004).

MAGE-1 menghambat ikatan SKIP dengan Notch] untuk menekan transkripsi secara
aktif dengan cara berikatan dengan Ski Interacting Protein (SKIP) melalui bagian C
terminal. Hambatan interaksi SKIP dan Notchl ini membutuhkan interaksi antara MAGE-1
dengan SKIP. MAGE-1 binding dan recrutinghiston deacetylase 1 (HDACI1) sehingga
transkripsi tidak terjadi. Jadi peran MAGE-1 dalam menekan transkripsi gen yaitu dengan
binding dengan SKIP dan recruiting HDAC1 (De Plaen, ef al, 2002; Laduron S, et al.,
2004).
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Protein MAGE-1 mengandung peptida epitop yang dapat binding dengan tipe haploid
HLA I termasuk molekul HLA-A1, B3701, A2.1, A3.2, Cw*1601, dan A24. Peptida yang
binding dengan molekul HLA-A1, B3701, Cw*1601, dan A24 tampak diproses dan
dipresentasikan pada permukaan scl schingga dapat digunakan scbagai target potensial untuk
imunoterapi spesifik (Chen H, et al. 2000). Kombinasi peptida antigen kanker testis dan
Human Leukosit Antigen (HLA) ketika dipresentasikan oleh Antigen Presenting Cell (APC)
terhadap sel T citotoksik (CTL) mampu memicu respons imun seluler pada penderita kanker
(Zhao L, et al. 2004).

Gen MAGE-A1, A2, A3, A4, A6, A10 dan A12 sering diekspresikan pada beberapa
tumor seperti pada melandma, bladder carcinoma, non-small cell lung carcinoma, head and
neck carcinoma, squamus cell carcinoma esophagus, tetapi tidak diekspresikan pada jaringan
normal keculai pada testis (Van Baren N, ef al. 1999). Gen MAGE-1 diekspresikan pada
kanker lambung (Ries J, et al. 2005; Kim YM, ef al. 2001; Chen XH, et al. 2004; Kong U, et
al. 2004; Li J, ef al. 1996), pada kanker colorectal (Li M, et al. 2005), oral squamus
carcinoma (Chi SN, et al. 2002), kanker paru (Sakata M, 1996) dan kanker ginjal (Yamanaka
K, et al. 1998).

23 Hasil Penelitian Tahun Pertama

Primer baru hasil perancangan pada penelitian ini yaitu primer universal MAGE Al-
10 yang terdiri dari primer F10/R10 untuk first round PCR yang menghasilkan produk + 823-
919bp dan F10/R12 untuk second round PCR dengan yang menghasilkan produk + 461-
557bp. Primer untuk MAGE A1l yaitu F11/R11 untuk first round yang menghasilkan
produk + 858bp dan F11/R12 untuk second round yang menghasilkan produk + 496bp.
Primer untuk MAGE A12 yaitu F12/R10 untuk first round yang menghasilkan produk + 858
bp dan F12/R12 untuk second round yang menghasilkan produk + 496 bp. Sekuen F10 yaitu
5" GAAGAYCTGCCWGTGGGTC, R10 yaitu 5° CTCCAGGTASTTYTCCTGCAC, R12
yaitu 5° CCAGYATTTCTGCCTTTGTGA, Fl1 yaitu 5 GGAGGAGAACAAGTGCT
GTGG, R11 yaitu 5° CACCAGGTACTTTTCCTGCAC, F12 yaitu 5° CCAAGCATC
CAGGTTCTGAGG.

Master mix yang digunakan untuk PCR yaitu HotStar HiFidelity DNA Polymerase .
(Qyagen). Kondisi PCR yaitu 95°C 5 menit, 95°C 30 detik, 60°C 45 detik, 72°C 45 detik
selama 30-40 siklus, final extension 72°C 10 menit. Hasil PCR digunakan untuk
elektroforesis umtuk mengetahui hasil positif atau negatif. Jumlah pasang basa roduk PCR
dapat diketahui dari Tabel 5.
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Sampel dari core biopsi itu sangat sedikit yaitu sebesar benang rajut dengan panjang
maksimal 1 cm schingga dalam pelaksanaan penelitian perlu dilakukan seefisien
mungkin Ukuran sampel yang sangat kecil ini akan digunakan untuk PCR menggunakan
pasangan primer untuk identifikasi MAGE A1-6, Mage Universal MAGE Al-10 hasil
rancangan baru, MAGE Al, MAGE A2, MAGE A3, MAGE A4, MAGE AS, MAGE 6,
MAGE A8, MAGE A9, dan MAGE Al0.

Primer universal MAGE Al-10 setelah diujikan pada sampel jaringan testis
menunjukkan pita sekitar 823-9191bp, sedangkan primer MMRP 1/MMRP2 menunjukkan
pita sekitar 852bp. Uji optimasi selanjutnya yaitu uji dilusi total RNA. Kada ttotal RNA
yaitu 133,4 ng/pl.total RNA tersebut digunakan dilusi yaitu perbadingan 1:10, 1:100, 1:1000.

Ekspresi mRNA MAGE dari sampel core biosi yaitu dari 18 sampel, terdapat 12
sampel positif MAGE Al-10. Dari 18 sampel, tardapat 2 positif MAGE Al-6. Insiden
kanker paru di dunia merupakan insiden terbanyak ketiga setelah kanker payudara dan kanker
prostat, namun merupakan penyebab kematian pertama akibat kanker.Kasus kanker paru pada
laki-laki merupakan kanker terbanyak dan pada wanita merupakan kanker keempat setelah
kanker payudara, kolorektum, dan kanker serviks. Jumlah kasus kanker paru tahun 2012 yaitu
1.825 juta ( 1.242 juta pada laki-laki dan 583 juta pada wanita) dengan angka kematian 1.590
juta (Ferlay ef al., 2015). Tahun 2015 di Amerika Serikat, kanker paru merupakan kanker
kedua pada laki-laki setelah kanker prostat dan kanker kedua pada wanita setelah kanker
payudara. Diperkirakan terdapat 221.200 kasus kanker paru dan bronchial yaitu 115.610
kasus pada laki-laki dan 105.590 kasus pada wanita, dan terdapat 158.040 kematian (86.380
pada laki-laki dan 71.660 pada wanita) yang terjadi karena penyakit ini (Siegel RL ef al.,
2015). Insiden kanker paru di Indonesia merupakan insiden tersering kedua setelah kanker
payudara, terdapat 25.322 kasus dan jumlah kematian 22.525 (89%) (Ferlay J e al., 2014).
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Tujuan Penelitian
Tujuan Umum

Tujuan umum penelitian ini adalah mendapatkan primer universal MAGE Al-12

untuk identifikasi mRNA MAGE A1l-12 dari bahan core biopsi, forcep biopsi, dan broncho

alveolar lavage (BAL) jaringan paru dalam upaya mengembangkan marker deteksi dini

kanker paru.

Tujuan Umum Tahun II penelitian ini adalah identifikasi mRNA MAGE Al1-12 dari

bahan forcep biopsi jaringan paru menggunakan primer universal MAGE A1-12 dalam upaya

mengembangkan marker deteksi dini kanker paru.

Tujuan Umum Tahun I1I penelitian ini adalah identifikasi mRNA MAGE Al-12 dari

bahan broncho alveolar lavage (BAL) jaringan paru dalam upaya mengembangkan marker

deteksi dini kanker paru.

2.12

(9%

o

[F8]

Tujuan Khusus

Tujuan khusus tahun II penelitian ini adalah

. Mendapatkan data identifikasi mMRNA MAGE Al1-12 dengan menggunakan primer

universal MAGE A1-12 pada bahan hasil frocep biopsi jaringan paru.

Diagnosis dan identifikasi jenis kanker paru dengan pemeriksaan histopatologi pada
bahan hasil forcep biopsi jaringan paru.

Analisis hasil pemeriksaan histopatologi dibandingkan dengan hasil identifikasi
mRNA MAGE Al-12 dengan menggunakan primer universal MAGE Al-12 pada

bahan hasil forcep biopsi jaringa paru.

Tujuan khusus tahun III penelitian ini adalah

. Mendapatkan data identifikasi mRNA MAGE A1-12 dengan menggunakan primer

universal MAGE A1-12 dari bahan broncho alveolar lavage (BAL) jaringan paru.
Diagnosis dan identifikasi jenis kanker paru dengan pemeriksaan sitopatologi dari
bahan broncho alveolar lavage (BAL) jaringan paru.

Analisis hasil pemeriksaan sitopatologi dibandingkan dengan hasil identifikasi mRNA
MAGE A1-12 dengan menggunakan primer universal MAGE Al-12 dari bahan

broncho alveolar lavage (BAL) jaringan paru.
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22 Manfaat Penelitian
2.2.1 Manfaat Teoritis

Manfaat penelitian ini bagi perkembangan Iimu Patologi Molekuler adalah
memberikan informasi tentang primer universal MAGE Al-12 untuk identifikasi mRNA
MAGE A1-12 yang dapat diaplikasikan pada bahan core biopsi yang mewakili kanker paru
dengan lokasi di perifer, bahan forcep biopsi yang mewakili kanker paru dengan lokasi di
central, dan bahan BAL yang mewakili sel kanker yang lepas dalam upaya mengembangkan
marker deteksi dini kanker paru. Hasil penelitian ini dapat dipublikasi pada jumal ilmiah
nasional terakreditasi dan pada tahun terakhir penelitian akan dipublikasikan pada jurnal

ilmiah internasional

2.2.2 Manfaat Praktis

Manfaat praktis dari penelitian ini adalah menghasilkan primer universal MAGE Al-
12 yang dapat digunakan untuk identifikasi nRNA MAGE Al-12 dari bahan core biopsi,
forcep biopsi, dan BAL jaringan paru dari penderita kanker paru atau suspect kanker paru.
Hasil penelitian ini diharapkan dapat digunakan sebagai marker untuk deteksi dini kanker
paru sehingga dapat menurunkan angka mortalitas akibat kanker paru.

13
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METODE PENELITIAN SURABAYA

4.1  Jenis Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksplorasi laboratorik yang bertujuan untuk
mendapatkan primer universal MAGE A1-12 untuk identifikasi mRNA MAGE Al-12 dari
bahan core biopsi, forcep biopsi, dan BAL jaringan paru dalam upaya mengembangkan

marker deteksi dini kanker paru.

4.2  Sampel Penelitian
Sampel yang digunakan pada tahun Il yaitu jaringan paru dari nodul suspect kanker
paru hasil forcep biopsi. Tahun 111 yaitu sel epitel paru dari hasil BAL pada pasien suspect

kanker paru.

43  Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan di Instalasi Paru dan Patologi Anatomi RSUD Dr Soetomo
Surabaya dan Lembaga Penyakit Tropis Universitas Airlangga.Penelitian dilakukan selama 3
(tiga) tahun dan masing — masing tahun anggaran dilakukan selama 6 (enam) bulan.
Penelitian dilakukan setelah mendapatkan persetujuan etik dari Komite Etik RSUD. Dr

Soetomo Surabaya.

44  Prosedur Penelitian
4.4.1 Tahunll

Hal yang dilakukan pada penelitian tahun I1 vaitu identifikasi mRNA MAGE Al-12
dengan menggunakan primer universal MAGE Al-12 dan diagnosis histopatologi pada bahan
hasil forcep biopsi jaringan paru, kemudian dilakukan analisis perbandingan hasil
pemeriksaan histopatologi dengan RT PCR mRNA MAGE Al1-12. Prosedur yang dilakukan

pada penelitian ini sama dengan prosedur pada tahun L.

4.4.1.1 Identifikasi mRNA MAGE A1-12 Menggunakan Primer Universal MAGE Al-12

Identifikasi mRNA MAGE A1-12 dilakukan menggunakan primer universal MAGE
Al-12 pada jaringan kanker paru dengan specimen jaringan kecil dari hasil forcep biopsi
kanker paru.Kontrol positif yaitu jaringan testis normal dan kontrol jumlah mRNA yang
terdapat pada sampel vaitu konsentrasi RNA gen housckeeping (gen betha aktin atau gen
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GADPH). Deteksi ckspresi gen MAGE A pada tahap ini dilakukan menggunakan teknik
Reverse Transcription PCR (RT PCR.

Sampel dikumpulan dengan teknik constitutive sampling yaitn semua penderita
kanker tersebut selama 6 bulan waktu penelitiandigunakan untuk penelitian.Sampel kanker
paru dari forcep biopsi digunakan pada penelitian ini.Sampel forcep biopsi dibagi menjadi
dua bagian yaitu satu bagian dimasukkan ke dalam tabung berisi buffer formalin 10%,
kemudian diposes untuk menjadi slide HE dan digunakan untuk diagnosis histopatologi. Satu
bagian forcep biopsi dimasukkan ke dalam tube yang berisi guanidine isotiocyanate,
kemudian segera dikirim ke laboratorium tempat pemeriksaan ekspresi gen MAGE A dan
disimpan di suhu minus 70°C sampai digunakan untuk ekstrasksi RNA

Proses ekstraksi RNA sampai RT PCR dilakukan menggunakan metode hasil
penelitian pada tahap sebelumnya. RNA diekstraksi dari jaringan kanker, kemudian
dilakukan sintesis cDNA dan Reverse Transcription PCR.Hasil PCR dielektroforesis dan
didokumentasikan.Data yang terkumpul dianalisis secara statistikdan analisis bioinformatika,
kemudian ditampilkan dalam bentuk gambar, grafik, dan tabel.

4.4.1.2 Diagnosis dan Identifikasi Jenis Kanker Paru

Diagnosis dan identifikasi jenis kanker paru dengan pemeriksaan histopatologi pada
sampel hasil core biopsy dilakukan oleh Dokter spesialis Patologi Anatomi.Hasil core biopsy
dimasukkan dalam tabung berisi buffer formalin 10%, kemudian diposes untuk menjadi slide
HE dan digunakan untuk diagnosis histopatologi.Hasil pemeriksaan histopatologi
dibandingkan dengan hasil identifikasi mMRNA MAGE A1-12 menggunakan primer universal
MAGE A1-12 untuk mengetahui teknik yang lebih akurat untuk deteksi dini kanker paru.

4.4.2 Tahun 11

Hal yang dilakukan pada tahun 111 yaitu identifikasi nRNA MAGE A1-12 dengan
menggunakan primer universal MAGE A1-12 dan diagnosis sitopatologi pada bahan hasil
BAL paru, kemudian dilakukan analisis perbandingan hasil pemeriksaan sitopatologi dengan
RT PCR mRNA MAGE Al-12. Prosedur yang dilakukan pada penelitian ini sama dengan
prosedur pada tahun 1.

4.5  Analisis Hasil Penelitian
Data yang terkumpul dianalisis secara statistik dan analisis bioinformatika, kemudian
ditampilkan dalam bentuk gambar, grafik, dan tabel.
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TAHUNT

TAHUN I

Sampel: Jaringan Testis atau Plasenta
Hasl :Kondisi Optimal RT PCR dengan

Primer Universal MAGE Al-12
$ ‘
[ 3.1dentifikasi mRNA MAGE Al-12 \ fs.ldendﬂkasi mRNA MAGE Al-12 \ Gldendalmi mRNA MAGE Al-12

Sampel : Bahan Core Biopsi Paru
Hasil : Data EkspresimRNA MAGE Al-12

4. Diagnosis Histopatolozi Kanker
Sampel: Bahan Core Biopsi Paru
k Hasil :Jenis KankerParu

J

k Hasil :Jenis KankerParu

Sampel : Bahan Forcep Biopsi Paru
Hasil : Data EkspresimRNA MAGE Al-12

4.Diagnosis Histopatologi Kanker
Sampel: Bahan ForcepBiopsi Paru

J

Sampel : Bahan BAL Paru
Hasil : Data EkspresimRNA MAGE Al-12

4.Diagnosis Sitopatologi Kanker
Sampel : Bahan BAL Paru

\ Hasil :Jenis KankerParu

,

J

=

ANALISIS

L 2

HASIL

MARKER DETEKSI DINE KANKER PARU
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Alur Penelitian Tahun I1

PENGUMPULAN SAMPEL
JARINGAN KANKER PARU DARI HASIL FORCEP BIOPSI >
SAMPEL PENDERITA KANKER PARU
|
$ 3
[ EKSTRAKSI RNA > TOTAL RNA J PEMBUATAN SLIDE PA > J

RTPCR > cDNA SLIDE PA
I ¢

¥ L DIAGNOSIS SITOPATOLOGI

> HASIL BACAAN PA
. CR G: SITIF
PCR GAPD NEGATIF P APD PO KANKER PARU

\
PCR > IDENTIFIKASI GEN MAGE Al-12
SEKUENSING -> SEKUEN GEN MAGE A-12

|

)

ANALISIS HASIL
¥

MARKER MAMPU MENDETEKSI EKSPRESI GEN MAGE Al-12 DARI
JARINGAN KANKER PARU HASIL FORCEP BIOPSI
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BAB S
HASIL DAN LUARAN YANG ICAPAI

5.1 Primer untuk identifikasi MAGE A1-12

Tujuan Umum Tahun II penelitian ini adalah identifikasi mRNA MAGE Al-12 dari
bahan forcep biopsi jaringan paru menggunakan primer universal MAGE A1-12 dalam upaya
mengembangkan marker deteksi dini kanker paru.

Penelitian ini menggunakan 18 pasang primer. Pertama dilakukan PCR untuk
mengetahui kuantitas sampel bahan forsep biopsi dengan melakukan PCR menggunakan
primer GAPD. Hasil negatif berarti sampel kurang berkualitas untuk digunakan PCR karena
jumlah sel dalam sampel terlalu sedikit sehingga sampel dengan hasil negatif ini tidak
didiskualifikasi. Hasil positif menunjukkan bahwa sampel cukup berkualitas utnuk digunakan
PCR schingga sampel ini dilanjutkan untuk PCR dengan primer selanjutnya. PCR kedua
yaitu untuk identifikasi ekspresi gen MAGE Al1-10 dan MAGE Al-6, serta MAGE Al 1 dan
MAGE Al12 dengan cara nested PCR. pCR selanjutnya yaitu PCR untuk identifikasi
individual MAGE A untuk semua mRNA MAGE A yaitu MAGE Al, A2, A3, A4, A5, A6,
A8, A9, A10 dengan menggunakan pasangan primer yang sesuai (Tabel 5.1).

5.2 Pengumpulan Sampel dari Bahan Forcep Biopsi

Sampel yang digunakan pada tahun II yaitu jaringan paru dari nodul suspect kanker
paru hasil forcep biopsi. Hasil forcep biopsi kemudian digunakan untuk identifikasi mRNA
MAGE Al-12 dengan menggunakan primer universal MAGE Al-12 dan identifikasi jenis
kanker paru dengan pemeriksaan histopatologi. Sampel dari bahan forcep biopsi ini sangat
kecil yaitu hanya berupa serpihan kecil jaringan yang sebagai masa kecil atau cairan
berdarah. Saat ini sudah terkumpul 28 sampel jaringan paru hasil forcep biopsi. Namun
terdapat 7 sampel yang menunjukkan cairan bening tanpa serpihan sel atau masa jaringan
sehingga tidak bisa digunakan untuk penelitian ini. Selanjutnya darn 21 sampel yang ada
digunakan untuk optimasi PCR dari sampel dari bahan forcep biopsi. Berdasarkan hasil
kumpulan sampel forsep biopsi pertama ini, dijadikan sebagai dasar untuk proses

pengambilan sampel berikutnya.

I § 3
PEKFUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
SURABA Y A
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'Table 5.1 Pasangan primer untuk identifikasi nRNA MAGE Al-12

No Nama Gen Sekuen Produk PCR

1 GAPD GAPD-F = 5TCG GAG TCA ACG GAT TTG GTC GTA3' 320bp
GAPD-R = 5CAA ATG AGC CCC AGC CTT CTC CA3'

2 MAGE Al-10 F10:5 GAAGAYCTGCCWGTGGGTC 823-919 bp
R10: 5’ CTCCAGGTASTTYTCCTGCAC 15T Round

3 MAGE Al1-10 F10:5° GAAGAYCTGCCWGTGGGTC 461-557 bp)
R12: 5’ CCAGYATTTCTGCCTTTGTGA 2™ Round

4 MAGEA1-6 MMRP]5-CTG AAG GAG AAG ATC TGC C-3’ 852 bp
MMRP?2: 5’-CTC CAG GTA GTT TTC CTG CAC-3’ 1st Round

5 MAGE Al-6 MMRP3: 5-CTG AAG GAG AAG ATCTGC CWG TG-3*  469-490 bp
MMRP4: 5°-~CCA GCA TTT CTG CCT TTG TGA-3’ 2nd Round

6 MAGE Al M1: 5-CGG AAC AAG GAC TCC AGG ATA CAA-3, 377bp

7 MAGE A2 M2: 5’-GAA AGA AGT CCT GGC AAT TTC TGA G-3’ 523

8 MAGE A3 M-3: 5°-CCA AAG ACC AGC TGC AAG GAA CT-3’ 569

9 MAGE A4 M-4: 5°-CGT CAA TGC CAA AGA TCA TCT TCA G-3’ 580

10 MAGE A5 M-5: 5’-CCT TTG TGA CCA GCT CCT TGA CTT A-3’ 478

11 MAGE A6 M-6: 5’-CCA GGC AGG TGG CAA AGA TGT ACA C-3° 628

12 MAGE A8 MAGES = 5'CAC TTT CTC ATC AAG TGC TTC CC3' 419 bp

13 MAGE A9 MAGES9 = 5'CCT TCA ATT TCA GTG CTT CTT GG 407 bp

14 MAGE A10  MAGEI10=5TGG GTA AAG ACT CAC TGT CTG G3' 464 bp

15 MAGE All F11: 5’ GGAGGAGAACAAGTGCTGTGG 858 bp
R11: 5 CACCAGGTACTTTTCCTGCAC 1 st Round

16 MAGE All F11: 5 GGAGGAGAACAAGTGCTGTGG 496 bp
R12: 5 CCAGYATTTCTGCCTTTGTGA 2nd Round

17 MAGE Al12  FI12: 5 CCAAGCATCCAGGTTCTGAGG 858 bp
R10:; 5> CTCCAGGTASTTYTCCTGCAC 1st Round

18 MAGE Al12  F12: 5 CCAAGCATCCAGGTTCTGAGG 496 bp
R12: 5’ CCAGYATTTCTGCCTTTGTGA 2nd Round

Bahan forcep biopsi ini digunakan untuk ekstraksi RNA yang menghailkan total RNA

kemudian dilanjutkan dengan sintesis cDNA dengan RT PCR. cDNA yang terbentuk
digunakan untuk PCR. Pertama dilakukan PCR dengan primer GAPD. Hasil GAPD positif
yaitu terdapat 15 sampel dan 6 sampel negatif sehingga 6 smapel tersebut tidk bisa digunakan
untuk proses PCR selanjutnya.

Sampel dengan hasil PCR GAPD positif digunakan untuk PCR selanjutnya yaitu
menggunakan pasangan primer untuk identifikasi MAGE A1-6, Mage Universal MAGE Al-
10 hasil rancangan baru, MAGE Al, MAGE A2, MAGE A3, MAGE A4, MAGE A5,
MAGE 6, MAGE A8, MAGE A9, MAGE A10, MAGE All, dan MAGE Al2. Hasil PCR
dari 15 sampel tersebut yaitu terdapat 3 sampel positif MAGE A1-10 yaitu sampel no 12, 17,
23. dan 3 sampel positif MAGE Al-6.yaitu 9, 12, 13. Setelah dilakukan PCR untuk
mendeteksi MAGE individual yaitu ditemukan positif umuk MAGE Al, A2, A3, A5, A8,
All, Al2.

19

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

Hasil PCR dari bahan forcep biopsi ini masih belum bisa digunakan sebagai data hasil
penelitian, namun hanya bisa digunakan sebagai data oprimasi PCR dari bahan forcep biopsi.
Hal ini disebabkan karena smapel hanya berupa serpihan jaringan yang sangat kecil atau
beberapa lapisan sel. Hasil ini digunakan sebagai tolok untuk mengukur jumlah jarimgan
yang bisa diambil dari bahan forcep biopsi dan keberhasilan PCR sehingga dilakukan
pengambilan sampel baru.

Selajutnya dikumpulakn 22 sampel dari bahan forcep biopsi. Sampel kemudian
digunakan untuk ekstraksi RNA sehingga diperolah totakl RNA, kemudian digunakan untuk
sintesis cDNA dan dilanjutkan dengan PCR GAPD. Hasil PCR GAPD menunjukkan bahwa
terdapat 3 sampel yang negatif sehingga terdapat 18 sampel untuk PCR selanjutnya.

Total pengumpulan sampel pada penelitian ini yaitu sebanyak 50 sampel, baik
termasuk sampel dengan hasil GAPD negatif dan positif. Dari sampel tersebut dipilih
sebanyak 30 sampel untuk digunakan PCR lanjutan dalam kegiatan penelitian ini..

5.3 Hasil PCR

Hasil forcep biopsi tersebut kemudian digunakan untuk ekstraksi RNA menggunakan
kit RNaeasy mini Kit (Qiagen). Hasil ekstraksi digunakan sebagai bahan untuk sintesis
c¢DNA. Reverse Transcription PCR dengan kit ReverTraAce®qPCR RT Master mix with
gDNA remover (Toyobo), kemudian dilanjutkan PCR dengan pasangan primer table 5.1.
Master mix yang digunakan untuk PCR yaitu HotStar HiFidelity DNA Polymerase
(Qyagen). Kondisi PCR yaitu 95°C 5 menit, 95°C 30 detik, 60°C 45 detik, 72°C 45 detik
selama 3040 siklus, final extension 72°C 10 menit. Hasil PCR digunakan untuk
elektroforesis umtuk mengetahui hasil positif atau negatif. Jumlah pasang basa roduk PCR
dapat diketahui dari Tabel 5.1.

Hasil PCR untuk identifikasi ekspresi MAGE Al-10 menunjukkan bahwa terdapat
57.7% positif dan untuk MAGE A1-16 yaitu 23.1% (Tabel 5.2). Hasil PCR ditunjukkan pada
Gambar 5.1,5.2,5.3.
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Tabel 5.2 Ekspresi MAGE A1-12 pada sampel bahan forcep biopsi kanker paru

MAGE A Jumlah Positif Persentase
MAGE Al-10 15/16 57.7%
MAGE Al-6 6/26 23.1%
MAGE Al 7126 26.9%
MAGE A2 3126 11.5%
MAGE A3 3/26 11.5%
MAGE A4 - -
MAGE A5 6/26 23.1%
MAGE A6 - -
MAGE A8 3/26 11.5%
MAGE A9 2/26 7.7%
MAGE AIl0 - -
MAGE All 1126 3.85%

MAGE Al2 4/26 15.4%

Gambar 5.1. Hasil PCR identifikasi MAGE Al1-10 dan MAGE Al-6. A. Identifikasi MAGE
Al1-10, produk 461-557bp, hasil positif FB 20, 21, 23, 24, 25, 26, 27, 33, 34;
B. Identifikasi MAGE A1-6, produk 469-490bp, hasil positif FB 21, 34.
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Gambar 5.2. Hasil PCR identifikasi indidual MAGE A1, A2, dan A3. A. Eskpresi MAGE
A1, product 377bp, hasil positif FB20, FB21, FB25, FB27, FB38 ; B. Ekspresi

MAGE A2, produci 523 bp, hasil positif FB21; C. Ekspresi MAGE A3,
product 569 bp, hasil positif FB21, FB34

Gambar 5.3. Hasil PCR identifikasi indidual MAGE A5, A8, dan A9. A. Ekspresi MAGE
A3, product 478 bp, hasil positif FB25, FB26, FB28, FB31, FB34; B. Ekspresi

MAGE A8, produk 419 bp, hasil positif FB26; C. Ekspresi MAGE A9,
Produk 407bp, hasil positif FB20, FB24

22

LAPORAN PENELITIAN Perancangan primer universal mage A-12..... GONDO MASTUTI



IR - PERPUSTAKAAN UNIVERSITAS AIRLANGGA

> N

Gambar 5.3. Hasil PCR identifikasi indidual MAGE A11 dan Al12. A. Ekspresi mRNA
MAGE Al1, produk 496bp, hasil negatif semua; B. Ekspresi mnRNA MAGE
A12, produk 496bp, hasil positif FB 21, 34.

Gen melanoma antigen (MAGE) termasuk gen kanker testis yang diekspresikan hanya
pada sel kanker dan testis normal yaitu pada spermatid dan sprematogoniasehingga disebut
dengan istilah gen kanker-testis untuk gen pengkode dan antigen kanker-testis untuk antigen
(De Plaen et al.,1994; van Baren N et al, 1999, Jungbluth AA et al., 2000, Luo G et al,
2002).Gen kanker testis pertama kali diisolasi dari melanoma. Gen ini dikenal sebagai gen
melanoma antigen (MAGE) (Kumar V, et al. 2005).

Saat ini telah ditemukan beberapa gen kanker testis seperti Superfamily MAGE,
family SSX, GAGE, BAGE, SCP-1, NY-ESO-1, CTp11, dan HCA587 (Zhao L., et al, 2004).
Famili gen MAGE terdiri dari 17 gen yang dikategorikan menjadi tiga kelompok yaitu
MAGE-A, MAGE-B, dan MAGE-C. MAGE-A beranggotakan 12 gen, termasuk MAGE-1
(yang juga dikenal dengan MAGE-A1) terletak pada regio Xq28. MAGE-B terdiri dari 4 gen
yang terletak pada regio Xp21.3 dan MAGE-C1 baru dikenal terletak pada pita Xq26 ( Kim
YM, et al. 2001 dan Chen H, et al. 2000).

Gen kanker testis mempunyai beberapa kekhususan yaitu 1) terutama hanya
diekspresikan oleh jaringan tumor tetapi tidak diekspresikan pada jaringan normal kecuali
pada testis (Van Der Bruggen P, ef al. 1991; Van Baren N, ef al. 1999; Chen H, et al. 2000;
Xiao J, et al. 2005; Lv J, et al. 2002). 2) gen yang mengkode antigen kanker testis terletak
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pada kromosom X schingga ekspresi gen tersebut tidak tergantung pada jenis kelamin
penderita (Zhao L, et al. 2004; Chen H, et al. 2000).

MAGE-1 termasuk antigen yang dikode oleh famili gen MAGE. Pertama kali
diisolasi dari sel line melanoma manusia sebagai gen pengkode peptida antigen yang
dipresentasikan pada klone sel T cytotoksik autologous oleh molekul HLA-Al. Ujung
telomer dari semua famili gen ini terletak pada lengan kromosom X yang berdekatan,
sehingga semua famili gen ini homolog (Van Baren N, ef al. 1999).

mRNA MAGE-1 terdiri dari 1722, yang meliputi exon 1, 2, dan 3. Area koding
(CoDing Sequence/ CDS) terletak pada exon 3 yaitu pada nukleotida 188 sampai 1117
mensintesis 309 asam amino (Strusberg RL, et al., 2002). Sekuen mRNA MAGE-1 dapat
diakses di genbank dengan accession number M77481,  AY148486, AF463515,
NM_004988, dan BC017555. Sekuen DNA genoma MAGE-1 dapat diakses di genbank
dengan accession number AC152005, dan AC153070.

Gen MAGE-1 menjadi aktif pada sel tumor sebagai hasil dari hipomeltilasi CpG
dinukleotida. Mekanisme aktivasi gen MAGE-1 yaitu melaui proses hipometilasi pada 2
element promoter MAGE-1 yaitu B’ dan B yang terletak pada up stream -63 sampai dengan -
46. Dua element promoter MAGE-1 ini mempunyai sisi binding dengan faktor transkripsi
Ets. CpG mengalami hipometilasi pada kultur sel tumor yang mengekspresikan MAGE-1,
tetapi mengalami metilasi pada sel normal dan kultur sel tumor yang tidak mengekspresikan
MAGE-1. Metilasi pada CpG menghambat binding faktor transkripsi dengan element
promotor yang menghasilkan hambatan ekspresi MAGE-1 (gene silent). Hipometilasi CpG
pada kultur sel yang mengekpresikan MAGE-1 menyebabkan faktor transkripsi Ets binding
dengan element promoter B’ dan B yang menyebabkan aktivasi transkripsi MAGE-1 (De
Smet C, et al. 1996; 1999; 2004; Xiao J, et al. 2005; Zhang J, et al., 2004) yang
menghasilkan mRNA MAGE-1. Ekspresi MAGE-1 pada sel non tumor dapat diinduksi
secara eksperimental dengan menggunakan agent yang bisa menyebabkan demetylasi DNA
yaitu 5-aza-2’-deoxycistidine. Ini menunjukkan bahwa demetilasi pada CpG merupakan
mekanisme umum yang menyebabkan ekspresi MAGE-1 (Van Baren N, ef al. 1999).

Protein MAGE-1 terletak di sitoplasma kemudian sebagian ditranslokasi ke nukleus
sel untuk mencegah transkripsi sehingga menghambat ekspresi gen. Sebagian disekresikan
sebagai antigen bersama dengan MHC kelas I dan II (Laduron S, ef al. 2004).

Penelitian untuk mengungkap fungsi MAGE-1 diungkap dengan melihat interaksi
MAGE-1 dengan SKIP. SKIP merupakan regulator transkripsi yang menghubungkan DNA-
binding protein dengan protein yang berperan mengaktivasi atau menekan transkripsi yang
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berhubungan dengan sigraling pathway vitamin D, retinoic acid, estrogens, gluco corticoid,
Notchl-1C, TGFp. SKIP berinteraksi dengan Notchl dan Notchl merekrut histon acetyl
transferase (HAT) membentuk komplek Notchl/HAT yang menyebabkan transkripsi
berjalan (on). Namun jika SKIP berikatan dengan SMRT dan SMRT merekrut histon
deacetylase 1 (HDAC1) membentuk komplek SMRT/HDAC1 maka transkripsi akan berhenti
(of). HAT dan HDAC merupakan enzim yang berperan dalam onr/off asetilasi untuk
meregulasi transkripsi (Laduron S, ef al., 2004).

MAGE-1 menghambat ikatan SKIP dengan Notchl untuk menekan transkripsi secara
aktif dengan cara berikatan dengan Ski Interacting Protein (SKIP) melalui bagian C
terminal. Hambatan interaksi SKIP dan Notch! ini membutuhkan interaksi antara MAGE-1
dengan SKIP. MAGE-1 binding dan recrutinghiston deacetylase 1 (HDACI) sehingga
transkripsi tidak terjadi. Jadi peran MAGE-1 dalam menekan transkripsi gen yaitu dengan
binding dengan SKIP dan recruiting HDAC1 (De Plaen, ef al, 2002; Laduron S, ef al,,
2004).

Protein MAGE-1 mengandung peptida epitop yang dapat binding dengan tipe haploid
HLA 1 termasuk molekul HLA-A1, B3701, A2.1, A3.2, Cw*1601, dan A24. Peptida yang
binding dengan molekul HLA-Al, B3701, Cw*1601, dan A24 tampak diproses dan
dipresentasikan pada permukaan sel sehingga dapat digunakan sebagai target potensial untuk
imunoterapi spesifik (Chen H, ef al. 2000). Kombinasi peptida antigen kanker testis dan
Human Leukosit Antigen (HLA) ketika dipresentasikan oleh Antigen Presenting Cell (APC)
terhadap sel T citotoksik (CTL) mampu memicu respons imun seluler pada penderita kanker
(Zhao L, et al. 2004).

Gen MAGE-Al, A2, A3, A4, A6, A10 dan Al2 sering diekspresikan pada beberapa
tumor seperti pada melanoma, bladder carcinoma, non-small cell lung carcinoma, head and
neck carcinoma, squamus cell carcinoma esophagus, tetapi tidak diekspresikan pada jaringan
normal keculai pada testis (Van Baren N, ef al. 1999). Gen MAGE-1 diekspresikan pada
kanker lambung (Ries J, ef al. 2005; Kim YM, er al. 2061; Chen XH, et al. 2004; Kong U, et
al. 2004; Li J, et al. 1996), pada kanker colorectal (Li M, et al. 2005), oral squamus
carcinoma (Chi SN, er al. 2002), kanker paru (Sakata M, 1996) dan kanker ginjal (Yamanaka
K, et al. 1998).
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BAB VII
KESIMPULAN DAN SARAN

7.1 Kesimpulan

Kesimpulam penelitian ini yaitu
Pasangan primer untuk medeteksi ekspresi mRNA MAGE Al-10 pada penelitiannini
yiatu GMF10/GMR10 pada first round dan GMF10/GMR12 pada second round. Primer
untuk mendeteksi MAGE All  yaitu GMFI11/GMRI11 untuk first round dan
GMF11/GMR12 untuk second round. Primer untuk mendeteksi MAGE Al2 yaitu
GMF12/GMRI0 untuk first round dan GMF12/GMR12 untuk second round.
Primer MAGE A1-10 dapat mendeteksi sel kanker yang mengekspresikan paling sedikit
satu gen MAGE A dari 10 vaniant gen MAGE A. Marker molekuler ini mungkin dapat
digunakan sebagai tool baru untuk mendeteksi ekspresi gen MAGE pada kanker.
Pasangan primer tersebut adalah GMF10 yaitu 5-GAAGAYCTGCCWGTGGGTC-3’,
GMRI10 yaitu 5’- CTCCAGGTASTTYTCCTGCAC-3°, GMRI2 yaitu 5'-CCAGY
ATTTCTGCCTTTGTGA-3’, GMF11 yaitu 5-GGAGGAGAACAAGTGCTG TGG-3’,
GMRI11 yaitu 5’-CACCAGGTACTTTTCC TGCAC-3’, GMF12 yaitu 5’-CCAAGCATC
CAGGTT CTGAGG-3’
Ekspresi mRNA MAGE Al-12 dari sampel forcep biopsi yaitu MAGE Al-10 57.7%,
Mage Al-6 23.1%, MAGE A126.9%, MAGE Al2 154%, MAGE A2, A3, dan A8
masing-masing 11.5%, MAGE A523.1%, MAGE A9 7.7%, dan MAGE A113.85%.

7.2 Saran

Penelitian ini masih merupakan penelitian awal yang dapat dikembangkan untuk semua

jenis kanker. Hasil penelitian pada tahap penelitian ini, digunakan untuk mendeteksi ekspresi
mRNA MAGE Al-12 dari sampel core biopsi dan forcep biopsi, sehingga masih perlu
dilanjutkan untuk sampel dari hasil dari BAL. Selain itu juga bisa digunakan untuk
mendeteksi ekspresi nRNA MAGE A1-12 pada jenis kanker yang lain, seperti kanker rongga

mulut, kanker prostat, kanker patyudara, kanker otak, dan jenis kanker yang lain.

| P LIK
PERPUSTAKAAN
UNIVERSITAS AIRLANGGA
| SURABAYA
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ABSTRACT

The melanoma antigen (MAGE) gene, expressed in cancer cells and in testicular tissue,
consist of 12 variants that called MAGE A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7 (pseudo gene), A8, A9,
A10, Al1, and A12. The nRNA MAGE A can be identified using the Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR). The objective of this study was to develop the
molecular strategy for detecting the mRNA of MAGE A1-A10 use the universal primer for
MAGE A1-10 in the one tube. This research used testicular tissue from patients who had
received the orchidectomy therapy at Dr Soetomo Hospital, Surabaya, Indonesia.
Identification of MAGE A1-A10 mRNA was performed by RT-PCR technique using the
universal primer for MAGE Al-A10. MAGE Al, A2, A3, A4, A5, A6, A8, A9, and A10
variants mRNA were detected using primer set of GMF10/GMR10 for the first round and
primer set of GMF10/GMRi2 for the second round. Primer set of MMRP1/MMRP2 was
used as a comparison for MAGE Al-6 mRNA identification. The mRNA from testicular
tissue was extracted, followed by RT-PCR. The PCR result was electrophoresed with 2%
agarose gel. The PCR products of primer pair GMF10/GMR10 ranging from 823-919 base
pair (bp) whereas products of GMF10/GMRI2 were 461-557bp in size depending on the
variants of MAGE A1-A10. The next optimization test was RNA total dilution test. Total
RNA concentration of 133.4 ng/ml was used for dilution with a ratio of 1:10, 1:100, 1:1000.
The all of the MAGE A1-A10 mRNA can be detected together in the same tube PCR. This
common primer can be used as a biomolecular tool for identification the all variants of
MAGE A1-A10 mRNA in cancer cells.

Keywords: MAGE A1-A10 mRNA, common primer, testicular tissue, cancer testis antigen,
RT-PCR
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Introduction

Gen melanoma antigen (MAGE) MAGE disebut sebagai gen kanker testis antigen
karena hanya diekspresikan pada sel kanker dan jaringan testis nomal yaitu pada spematid
dan spematogonia. Ada juga yang menyebutkan bahwa gen ini juga diekspresikan pada
plasenta (De Plaen er al.,1994; Van Baren N ez al, 1999, Jungbluth AA et al., 2000, Luo G
et al, 2002). Sel somatik normal lain tidak mengekspresikan gen MAGE karena terjadi
metilasi CpG pada regio promoter gen MAGE sehingga faktor transkripsi tidak bisa berikatan
dengan element promotor yang menghasilkan hambatan ekspresi MAGE (gene silent).Gen
MAGE menjadi aktif pada sel tumor sebagai hasil dari hipometilasi CpG pada 2 element
promoter MAGE yaitu B’ dan B yang terletak pada up stream -63 sampai dengan -46
schingga faktor transkripsi Ets binding dengan elememt promoter B’ dan B yang
menyebabkan aktivasi iranskripsi MAGE sehingga menghasilkan mRNA MAGE yang
spesifik hanya terekspresi ketika sel mengalami transformasi menjadi sel kanker(De Smet C,
et al. 1996; Xiao J, et al. 2005; Zhang J, et al., 2004).

Gen MAGE tipe I yaitu MAGE A, MAGE B, MAGE C yang diekspresikan pada
terbatas pada jaringangerm yaitu spermatosit, plasenta, dan beberapa stadium dalam
perkembangan embrio. Gen MAGE tipe II yaitu MAGE D yang diekspresikan secara umum
pada jaringan tubuh (Karimi S, ef al,, 2012). Gen MAGE A diekspresikan pada banyak
jaringan kanker. Gen MAGE Al diekspresikan pada kanker lambung (Ries J, er al. 2005;
Kim YM, et al. 2001, Chen XH, et al. 2004; Kong U, et al. 2004; Li J, et al. 1996), pada
kanker colorectal (Li M, et al. 2005), oral squamus carcinoma (Chi SN, et al. 2002), kanker
paru (Sakata M, 1996) dan kanker ginjal (Yamanaka K, et al. 1998). Gen MAGEAI1, A2, A3,
A4, A6, A10 dan A12 sering diekspresikan pada beberapa tumor seperti pada melanoma,
bladder carcinoma, non-small cell lung carcinoma, head and neck carcinoma, squamus cell
carcinoma esophagus, tetapi tidak diekspresikan pada jaringan normal keculai pada testis
(Van Baren N, ef al. 1999). Sel kanker paru, baik pada small cell lung cancer (SCLC) atau
non smal cell lung cancer (NSCLC), mengekspresikan molekul MAGE A (Sugita M, et al.,
2002; Tajimak, ef al., 2003; Tsai JR, et al., 2007, Kim YD,et al., 2012; Shin KCet al.,
2012; Karimi S, ez al., 2012). Gen MAGE A diekspresikan pada sel kanker NSCLC dan sel di
sekeliling jaringan kanker yang secara histoptaologi tampak normal (Karimi S, et al., 2012).
Sel epithel bronchial dari perokok juga mengekspresikan salah satu gen MAGE A (Jang SJ.er
al., 2001). Aktivasi transkripsi gen MAGE A menghasilkan mRNA MAGE A dapat
diidentifikasi dengan teknik reverse trancriptase polymerase chain reaction (RT PCR). Hal
ini menunjukkan bahwa mRNA MAGE A dapat berguna untuk deteksi dini kanker paru dan
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jugn untuk skreening kanker paru. Lkspresi gen MAGE A berpotensi sebagai marker
molekuler untuk pengembangan marker deteksi dini kanker paru.

Gen MAGE A terdapat 12 variant yaitu MAGE Al, A2, A3, A4, AS, A6, A7, A8, A9,
A10, All, Al12.Ekspresi gen MAGE A pada kanker paru dapat dideteksi dengan
menggunakan primer universal MAGE A yaitu mampu mendeteksi MAGE A variant Al, A2,
A3, A4, A5, A6 dengan teknik reverse transcription polymerase chain reaction (RT PCR)
nested PCR. Produk yang dihasilkan yaitu 831-855 base pair (bp) pada PCR first round PCR
dan 469-493 bp pada second round PCR yang kedua (Park JW, et al., 2002, Jheon S, et al.,
2004, Kim HR, et al., 2009, Shin KC et al., 2012). Penelitian Karimi S, et a/., (2012)dengan
teknik RT PCR memumjukkan bahwa paling sedikit satu gen MAGE A variant Al, A2, A3/6,
A4, atau Al2 dapat ditemukan pada kanker paru jenis squamous cell carcinoma dan
adenocarcinoma. Ekspresi gen ini bisa satu gen atau terjadi coekspresi yang artinya lebih dari
satu variant gen MAGE A mengalami aktivasi transkripsi pada satu penderita kanker paru.
Demikian juga dengan hasil penelitian lain yaitu mendeteksi 32 gen MAGE menunjukkan
bahwa MAGE A paling sering diekspresikan pada kanker paru secara berurutan yaitu MAGE
A2, A7, All, Hl, B6, dan B2. Gen MAGE yang paling diekspesikan pada jenis
adenocarcinoma paru secara berurutan yaitu A2, A7, All, B6, D2, H1, sedangkan pada jenis
squamous cell carcinoma secara berurutan yaitu A2, A8, A7, B2, A4, All (Tsai IR, etal,
2007). Ekspresi MAGE Al, A3, A6, Al12, 4b juga ditemukan pada NCSLC dan SCLC (Sugita
et al, 2002). Hal ini menunjukkan bahwa selain MAGE A1-6, juga masih ada variant MAGE
A lain yaitu MAGE A8, A9, dan A10 yang juga diekspresikan pada kanker paru, baik jenis
NSCLC atau SCLC. Hal ini menjadi penting jika ekspresi MAGE A ini digunakan sebagai
marker diagnosis atau deteksi dini. Semakin banyak variant gen MAGE A yang dapat
diidentifikasi maka diagnosis bisa dilakukan lebih dini sehingga memberikan dampak
prognosis yang lebih bagus. Primer universal yang ada saat ini hanya mampu mendeteksi
ekspresi gen MAGE variant Al sampai A6, padahal variant lain gen MAGE yaitu variant
A8, A9, dan A0, juga banyak diekspresikan pada beberapa jenis kanker, termasuk kanker
paru. Oleh karena itu diperlukan perancangan primer universal yang mampu mengidentifikasi
ekspresi gen MAGE A variant A1 sampai A10 pada kanker paru.

Penelitian eksplorasi laboratorik yang bertujuan untuk mengembangkan strategi
moleculer untuk menidentifikasi nRNA MAGE Al1-Al0 in one tube dari bahan core biopsi

jaringan paru dalam upaya mengembangkan marker deteksi dini kanker paru.
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Metode penelitian
Spesimen Penelitian

Spesimen yang digunakan pada penelitian ini yaitu jaringan testis yang diperoleh
dari pasien mendapatkan terapi orchidectomi dan jaringan paru dari nodul suspect kanker
paru dari hasil core biopsi paru dari Rumah Sakit Dr Soetomo Surabaya. Diperoleh 18
spesimen hasil core biospi dari pasien suspek kanker paru.

Design Primer

Perancangan primer universal MAGE Al-12 pada penelitian ini dilakukan
berdasarkan pada sekuen mRNA gen target dengan memilih area antara exon 1, 2, dan 3.
Area yang paling bervariasi pada gen MAGE yaitu area pada exon 1 dan 2, sedang exon 3
merupakan bagian coding region gen yang sekuennya hampir sama diantara semua family
gen MAGE A, Jika dilakukan perancangan primer pada area exon 3 saja maka dikhawatirkan
yang teramplifikasi bukan mRNA MAGE A tetapi gen MAGE A sehingga pada penelitian ini
primerforward dirancang untuk menempel pada sekuen exon 1 bersama exon 2 dan
primerreverse dirancang menempel pada exon 3 atau exon 2.

Sekuen gen MAGE dan mRNA MAGE diperoleh dari Genbank (NCBI) dan
dilakukan analisis bioinformatika dan design primer. Varian gen MAGE A yaitu MAGE Al,
A2, A3, Ad, AS, A6, A8, A9, A10, All, A12, sedangkan MAGE A7 merupakan pseudo gen
dan tidak dianalisis dalam penelitian ini. Gen MAGE A1l dan A12 memiliki sekuen mRNA
yang memiliki homology yang berbeda dengan sekuen gen MAGE Al-10 sehingga dalam
hasil design primer MAGE A11 dan Al2 tidak bisa dilakukan secara bersamaan dengan gen
MAGE A yang lain. Hasil design primer pada penelitian ini yaitu untuk mendeteksi mRNA
varian MAGE A1-10 menggunakan pasangan primer GMF10 dan GMRI10 untuk first round
dan GMF10 dengan GMR12 untuk second round (Tabel 1). Primer universal MAGE Al-10
hasil perancangan baru diuji dan dibandingkan dengan primer pembanding yang telah
dipublikasikan. Primer pembanding yaitu untuk mendeteksi MAGE Al-6 seperti pada
penelitian Park JW ef al., (2002). Teknik Nested RT PCR menggunakan pasangan primer
MMRP1 dengan MMRP2 untuk first round, dan MMRP3 dengan MMRP4 untuk second
round yang merupakan primer common untuk mendeteksi eskpresi gen MAGE A1-6 (Tabel
1).

Pasangan primer GMF10/GMR10 pada first round menghasilkan produk 823-919bp
dan GMF10/GMR12 pada second round 461-557 bp tergantung pada jenis MAGE A (Tabel
2), digunakan untuk identifikasi ekspresi mRNA MAGE Al-10. Pasangan primer
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MMRP1/MMRP2 pada first round menghasilkan produk 852 bp dan MMRP3/MMRP4 pada
second round menghasilkan produk 469-490, digunakan sebagai pembanding untuk
identifikasi ekspresi mRNA MAGE Al-6.

MAGEA1 | Exon 1 Exon 2 — Exon 3

GMF10 — e d — GMR12 ¢ GMR10

MAGEALl  GRAGATCTGCCTGISHEIN TCATARARGGCAGRRATGITGES GCTOTAGHAAMNGTALCTUGAG
MAGEAI ... Taveus Teananee  esesevrscciascace Geoso
Tecesese  s2ssssssncassssadasan

....................

HES N A

................

GMF10 ' - GRAGAYCTLOTMLTGEST
Exon2  Exon3

Figure 1. The primer position of primer MAGA Al-10

Tabel 1. The primer use for RT PCR of mRNA MAGE A1-10

Tm  Amplicon

3 U »

Gene Sequence of Primer (5'->3’) (°C)  Lenght {bp)
GAPD GAPD-F = TCG GAG TCA ACG GAT TTG GTC GTA 60 320

GAPD-R = CAAATG AGC CCCAGCCITCICCA
MAGE Al1-10 GMF10 = GAA GAY CTG CCW GTG GGT C 61-64 823-919
(outer) GMR10 = CTC CAG GTA STT YTC CTG CAC
MAGE A1-10 GMF10 = GAA GAY CTG CCW GTGGGT C 61-64 461-557
{(inner) GMR12=CCAGYATTTCTG CCTTTG TGA
MAGE A1-6 (outer) MMRP1 = CTG AAG GAG AAG ATCTGC C 97-62 852

MMRP2 = CTC CAG GTA GTT TTC CTG CAC
MAGE Al-6 (inner) MMRP3 = CTG AAG GAG AAGATCTGCCWGTG  63-64 469-490
MMRP4 = CCA GCA TTT CTG CCTTTG TGA

GAPD = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, MAGE = melanoma-associated gene, F =
forward, R = reverse, Tm = melting temperature, bp = base pair

Tabel 2. Primer for identification individual MAGE A

Gene Sequence of Primer (5'>3’) T™m{°c) ﬁ::: :::‘::pl
MAGE Al M1 =CGG AAC AAG GAC TCC AGG ATA CAA 64-65 377
MAGE A2 M2 = AAAGA AGT CCT GGC AATTTCTGA G 63-64 523
MAGE A3 M3 = CCA AAG ACC AGC TGC AAG GAACT 64-67 569
MAGE A4 M4 =CGTCAATGC CAAAGATCATCTTCAG 64-64 580
MAGE A5 MS=CCTTTG TGACCAGCTCCTTGACITA 64-66 478
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MAGE A6 M6 = CCA GGC AGG TGG CAAAGATGTACAC 64-69 628
MAGE A8 MAGES = 5'CAC TTT CTC ATC AAG TGC TTC CC3' 63 419
MAGE A9 MAGE?9 = 5'CCT TCA ATT TCA GTG CTT CTT GG3' 62 407
MAGEA10  MAGE10 = 5'TGG GTA AAG ACT CAC TGT CTG G3' 63 464
MAGE = melanoma-assocnated gene, F = forward, R = reverse, Tm = meltmg temperatu re, bp
= base pair.

Forward using MMRP3 5’-CTG AAG GAG AAG ATC TGC CWG TG-3' and reverse using M1,
M2, M3, M4, M5, M6 for identify MAGE A1, MAGE A2, MAGE A3, MAGE A4, MAGE A5,
MAGE A6.

Forward using GMF10 5°’- GAA GAY CTG CCW GTG GGT C-3’ and reverse using MAGE 8,
MAGE9, MAGE 10 for identify MAGE A8, MAGE A9, MAGE A10.

Tabel 3. Produk PCR untuk first dan second round

Pasangan primer Nama MAGE Produk Pasangan primer Nama Produk

first round (bp) second round MAGE (bp)

GMF10/GMR10 MAGE Al 823 GMF10/GMR12 MAGE Al 461
MAGE A2 844 MAGE A2 482
MAGE A3 844 MAGE A3 482
MAGE A4 847 MAGE A4 485
MAGE A5 845 MAGE A5 482
MAGE A6 844 MAGE A6 482
MAGE A 8 851 MAGEAS8 489
MAGE A9 841 MAGE A9 479
MAGE A10 919 MAGE A10 557

Nested PCR

RNA dari jaringan testis dan jaringan paru hasil core biopsi diekstraksi menggunakan
RNAeasy Plus Mini Kit berdasarkan instruksi pabrik sehingga diperoleh total RNA
(Qiagen). Kadar RNA diukur dengan nanodrop (....). Total RNA kemudian disimpan pada -
20°C sampai akan digunakan.

Reverse Transcription PCR dilakukan dengan kit ReverTraAce®qPCR RT Masater
mix with gDNA remover (Toyobo, Japan). Total 14p] reaksi yang terdiri dari 4x DNA master
mix yang sudah dicampur dengan gDNA remover 2, RNA template 6 pl 5XRT master mix
11 3 yl, dan nuclease free water 3 pl. Reaksi mix diinkubasi pada subu 37°C selama 15 menit,
kemudian dilanjutkan dengan inkubasi pada suhu 42°C selama 50 menit, stop reaksi
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ditakukan pada subu 98°C sclama 5 menit. cDNA kemudian disimpan pada -20°C sampai
akan digunakan.

Amplifikasi yang pertama dilakukan dalam 20 pl yang terdiri dari master mix 10 pl,
primer forward 1 pl, primer reversse 1 pl, nuclease free water 5 i, cDNA template 3 pl.
Konsentrasi primer yaitu 10 pmoles/pl. Siklus PCR yaitu pre denaturasi 94°C selama 5
menit, denaturasi 94°C selama 30 detik, annealling primer 57°C selama 45 detik, extention
72°C selama 45 detik, dan final extention 72°C selama 7 menit. PCR dilakukan selama 40
siklus kemudian dielektroforesis dengan gel 2 %.

, Hasil PCR dari sampel jaringan testis dikonfirmasi dengan sekuensing dan hasil
dibandingkan dengan yang terdapat di Gen Bank NCBI

Identifikasi nRNA MAGE A1-10 dengan MAGE A primer universal

Identifikasi mRNA MAGE Al-12 dilakukan menggunakan primer universal MAGE
Al1-10 pada jaringan kanker paru dengan specimen jaringan kecil dari hasil core biopsy
kanker paru. Kontrol positif yaitu jaringan testis normal dan kontrol jumlah mRNA yang
terdapat pada sampel yaitu konsentrasi RNA gen housekeeping (gen GADP).

Sampel dikumpulan dengan teknik constitutive sampling yaitu semua penderita
kanker tersebut selama 6 bulan waktu penelitiandigunakan untuk penelitian. Sampel kanker
paru dari core biopsy digunakan pada penelitian ini. Sampel core biopsy dibagi menjadi dua
bagian yaitu satu bagian dimasukkan ke dalam tabung berisi buffer formalin 10%, kemudian
diposes untuk menjadi slide HE dan digunakan untuk diagnosis histopatologi. Satu bagian
core biopsy dimasukkan ke dalam tube dan dimasukkan box ice kemudian segera dikirim ke
laboratorium tempat pemeriksaan ekspresi gen MAGE A dan disimpan di suhu -70°C sampai
digunakan untuk ekstrasksi RNA

Hasil dan Pembahasan

Sampel dari core biopsi itu sangat sedikit yaitu sebesar benang rajut dengan panjang
maksimal 1 cm sehingga dalam pelaksanaan penelitian perlu dilakukan seefisien
mungkin.Ukuran sampel yang sangat kecil ini akan digunakan untuk PCR menggunakan
pasangan primer untuk identifikasi MAGE A1-6, Mage Univer.al MAGE Al-10 hasil
rancangan baru, MAGE Al, MAGE A2, MAGE A3, MAGE A4, MAGE A5, MAGE 6,
MAGE A8, MAGE A9, dan MAGE A10.
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Primer universal MAGE Al-10 setelah diujikan pada sampel jaringan testis
menunjukkan pita sekitar 823-9191bp, sedangkan primer MMRP 1/MMRP2 menunjukkan
pita sekitar 852bp (Gambar 1). Uji optimasi selanjutnya yaitu uji dilusi total RNA. Kada
ttotal RNA yaitu 133,4 ng/ul.total RNA tersebut digunakan dilusi yaitu perbadingan 1:10,
1:100, 1:1000. (gambar 2).

1353bp
872bp
603bp.

310bp

Figure 2. PCR product from testis tissue samples were tested using common primer for
MAGE Al-10 and MAGE Al-6. 1=Marker BenchTop Haelll, 2=Negative
control. 3=MAGE Al-10 1Round 823bp, 4=MAGE Al-10 2 Round 461bp,
5=MAGE A1-6 1Round 852bp, 6=MAGE A1-6 2Round 469bp

Figure 3. Dilution of sampel for detecting MAGE Al-10 compared with MAGE Al-6. A.
Using the common primer MAGE Al-10 (A), Using the common primer MAGE
Al-6 (B). M = marker, NC = negative control (no DNA), 1 = dilution 1:1, 2 =
dilution 1:10, 3 = dilution 1:100, 4= = dilution 1:000
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1500bp
1000bp
700bp
500bp
400bp
300bp
200bp

100bp

=

Figure 4. PCR product from testis tissue samples . 1=Marker 100bp, 2= Negative Control,
3=GAPD (+) 320bp, 4=MAGE A1-10 1st Round 823 bp (-), 5-MAGE Al-10 2nd
Round 461bp (+), 6=MAGE Al-6 1Ist Round 852bp (+), 7=-MAGE Al-6 2nd
Round 469bp (+), =MAGE Al 377bp (+), =MAGE A2 523bp (+), 10=MAGE
A3 569bp (+), 11=MAGE A4 580bp (+), 12=MAGE AS 478bp (+), 13=MAGE A8
419bp (+), 14=MAGE A9 407bp(+), 15=MAGE A10 464bp (+), 16=Marker 100bp
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greaccatgocrcttgagoagaggag gouCrgcaagooigasgaaggcctegagy gaguagayg gagoctygtgggTycy
grecaAtCAtgeCT Ot tgageagaggagreagCactg g GASFAAGD tgaggecogagy gUgCCTgutgggtgeg
gtcatcatgoctottgageagaggagtcageactgoaagcct gaaganaggoct tgaggooccgagyagaggeecctgggectgytogytgcy

gteatcatgectottgagoagaggagtcageactgoaagectgaagaaggect tgaggecocgaggagaggccc tgggocctogtggggeg

cnqvctcctqctﬂctuucqugcauqaqgctqcctcctcctcttctnctClaq:tgauqbcac:ctqgvuuaaqtqcctgrtqccqaﬂtcn
caggctoctgotactgaggagoaggaggctgectcctcoicitotactotagt tgasgioaccetgysggagggoctgetgecgagea
caggetecLgetactgagyngoaggngyclgociocieclotictactotagltyaagtcaccotggyggaggtgootgotgocgaguon
caggctoctgotactgaggageaggaggeigeotecicctetictactotagi tyangtcaccetyggggagglgoctgutgeogagtea

ccagatcetoccoagagtecctocaggyagoctecagociccoccactaccatgaactaccoctototggagocaatcoctatgagygactcoage
coagatcctcoccagagtectocaggUagccLeeagotiCooraACtACCALFRACT ACCCTETOTggagocaatoctatgagyactecages
cocagatcctoococagagtectoagyyagctTcoagectooocact acCatgaiactaccctciotggagecantocctatgagyactecage
cCagatcetcoccagagtcotCagyUagcetecageitocCoACTaACCAlGRACT ACCCTICTCLgY ccTatg Tcocage

aaccaagsagaggaggygocasgeaccitocctgacciggagrocgagne goactoagtaggasggtggocgagroggtteat
FangagEegIuy accrLcCotLgacCiggagtocgagttocaasgoagcactoagtaggaaggrggecgagriggtioat
uuccnagunqagguqqgqccangCn:cb:ccctgacctqgegtccqagttccauqcngcectcaqtqunnuqtqgccguqttggtLCat
aal IAggagguy cttocetgacctggagtoocgagttoccaagoagoactocagtaggasggtggoogagttggtooat

aacc

tttctgotoctoaagtatcgagecagguagecgy gasatgotgyggsgtglogtcpgaaattggcagtatttctitect
ttictgotoctocaagtatcgagocaggyagocygtcacaaaggragaaatgotgyguaggtogtcgganattggeagtatticrttect
tttoctgotoctoaagtatcgagecagguagccgyticacasaggcaganatgotggygagtgtogtcggaanttggragtatticttiect
ttectgetecteaagat Agggsgeeyggtoacannggoaganat Jot gguongTtogtogyanattggoagiatLLetiLoot

gtgatcticagcaaagottocagttcctigoagotggtott
grgatcttecagcaaagettocagLtcottgoagotgyLocLe
gtgatetroageaaagettecagttoctrgoagetggrent
gtgatcttcagcaaagoticcagttccttgoagetggtott

Figure 5. The alignment MAGE A3 from patient with from gen bank data
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NC1 2 3 45 6 7 M 8 9 101112 13 14 15

Figure 7. First Round PCR using the common Primer MAGE Al1-10 from sampel Core

Biopsi of Lung Cancer Patients

Figure 8. Second Round PCR using the common Primer MAGE A1-10 from sampel Core

Biopsi of Lung Cancer Patients

10 117 12 13 14

Figure 9. First Round PCR using the common Primer MAGE Al-6 from sampel Core
Biopsi of Lung Cancer Patients
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M 8 9 10-11 12 13 14 15

Figure 10. Second Round PCR using the common Primer MAGE A1-10 from sampel Core

Biopsi of Lung Cancer Patients

Gen melanoma antigen (MAGE) termasuk gen kanker testis yang diekspresikan hanya
pada sel kanker dan testis normal yaitu pada spermatid dan sprematogoniasehingga disebut
dengan istilah gen kanker-testis untuk gen pengkode dan antigen kanker-testis untuk antigen
(De Plaen ef al.,1994; van Baren N et al, 1999, Jungbluth AA et al., 2000, Luo G et al,
2002).Gen kanker testis pertama kali diisolasi dari melanoma. Gen ini dikenal sebagai gen
melanoma antigen (MAGE) (Kumar V, er al. 2005).

Saat ini telah ditemukan beberapa gen kanker testis seperti Superfamily MAGE,
family SSX, GAGE, BAGE, SCP-1, NY-ESO-1, CTp11, dan HCAS587 (Zhao L., et ai, 2004).
Famili gen MAGE terdiri dari 17 gen yang dikategorikan menjadi tiga kelompok yaitu
MAGE-A, MAGE-B, dan MAGE-C. MAGE-A beranggotakan 12 gen, termasuk MAGE-1
(yang juga dikenal dengan MAGE-A1) terletak pada regio Xq28. MAGE-B terdiri dari 4 gen
yang terletak pada regio Xp21.3 dan MAGE-C1 baru dikenal terletak pada pita Xq26 ( Kim
YM, et al. 2001 dan Chen H, et al. 2000).

Gen kanker testis mempunyai beberapa kekhususan yaitu 1) terutama hanya
diekspresikan oleh jaringan tumor tetapi tidak diekspresikan pada jaringan normal kecuali
pada testis (Van Der Bruggen P, er al. 1991; Van Baren N, er al. 1999; Chen H, ef al. 2000;
Xiao J, et al. 2005; Lv J, et al. 2002). 2) gen yang mengkode antigen kanker testis terletak
pada kromosom X schingga ekspresi gen tersebut tidak tergantung pada jenis kelamin
penderita (Zhao L, et al. 2004; Chen H, et al. 2000).

MAGE-1 termasuk antigen yang dikode oleh famili gen MAGE. Pertama kali
diisolasi dari sel line melanoma manusia sebagai gen pengkode peptida antigen yang
dipresentasikan pada klone sel T cytotoksik autologous oleh molekul HLA-ATL. Ujung
telomer dari semua famili gen ini terletak pada lengan kromosom X yang berdekatan,

sehingga semua famili gen ini homolog (Van Baren N, et al. 1999).
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mRNA MAGE-1 terdiri dari 1722, yang meliputi exon 1, 2, dan 3. Area koding
(CoDing Sequence/ CDS) terletak pada exon 3 yaitu pada nukleotida 188 sampai 1117
mensintesis 309 asam amino (Strusberg RL, ef al., 2002). Sekuen mRNA MAGE-1 dapat
diakses di genbank dengan accession number M77481, AY148486, AF463515,
NM_004988, dan BCO017555. Sekuen DNA genoma MAGE-1 dapat diakses di genbank
dengan accession number AC152005, dan AC153070.

Gen MAGE-1 menjadi aktif pada sel tumor sebagai hasil dari hipometilasi CpG
dinukleotida. Mekanisme aktivasi gen MAGE-1 yaitu melaui proses hipometilasi pada 2
element promoter MAGE-1 yaitu B’ dan B yang terletak pada up stream -63 sampai dengan -
46. Dua element p}omoter MAGE-1 ini mempunyai sisi binding dengan faktor transkripsi
Ets. CpG mengalami hipometilasi pada kultur sel tumor yang mengekspresikan MAGE-1,
tetapi mengalami metilasi pada sel normal dan kultur sel tumor yang tidak mengekspresikan
MAGE-1. Metilasi pada CpG menghambat binding faktor transkripsi dengan element
promotor yang menghasilkan hambatan ekspresi MAGE-1 (gene silent). Hipometilasi CpG
pada kultur sel yang mengekpresikan MAGE-1 menyebabkan faktor transkripsi Ets binding
dengan element promoter B’ dan B yang menyebabkan aktivasi transkripsi MAGE-1 (De
Smet C, et al. 1996; 1999; 2004; Xiao J, et al. 2005; Zhang J, et al., 2004) yang
menghasilkan mRNA MAGE-1. Ekspresi MAGE-1 pada sel non tumor dapat diinduksi
secara eksperimental dengan menggunakan agent yang bisa menyebabkan demetylasi DNA
yaitu 5-aza-2’-deoxycistidine. Ini menunjukkan bahwa demetilasi pada CpG merupakan
mekanisme umum yang menyebabkan ekspresi MAGE-1 (Van Baren N, ef a/. 1999).

Protein MAGE-1 terletak di sitoplasma kemudian sebagian ditranslokasi ke nukleus
sel untuk mencegah transkripsi sehingga menghambat ekspresi gen. Sebagian disekresikan
sebagai antigen bersama dengan MHC kelas [ dan II (Laduron S, et a/. 2004).

Penelitian untuk mengungkap fungsi MAGE-1 diungkap dengan melihat interaksi
MAGE-1 dengan SKIP. SKIP merupakan regulator transkripsi yang menghubungkan DNA-
binding protein dengan protein yang berperan mengaktivasi atau menekan transkripsi yang
berhubungan dengan signaling pathway vitamin D, retinoic acid, estrogens, gluco corticoid,
Notch1-1C, TGFB. SKIP berinteraksi dengan Notchl dan Notchl merekrut histon acety!
transferase (HAT) membentuk komplek Notchl/HAT yang menyebabkan tranckripsi
berjalan (on). Namun jika SKIP berikatan dengan SMRT dan SMRT merekrut histon
deacetylase 1 (HDAC1) membentuk komplek SMRT/HDAC! maka transkripsi akan berhenti
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(off). HAT dan HDAC mempakan enzim yang berperan dalam on/off asetilasi untuk
meregulasi transkripsi (Laduron S, ef al., 20604).

MAGE-1 menghambat ikatan SKIP dengan Notchl untuk menekan transkripsi secara
aktif dengan cara berikatan dengan Ski Interacting Protein (SKIP) melalui bagian C
terminal. Hambatan interaksi SKIP dan Notchl ini membutuhkan interaksi antara MAGE-1
dengan SKIP. MAGE-1 binding dan recrutinghiston deacetylase 1 (HDACI) sehingga
transkripsi tidak terjadi. Jadi peran MAGE-1 dalam menekan transkripsi gen yaitu dengan
binding dengan SKIP dan recruiting HDAC1 (De Plaen, et al, 2002; Laduron S, ef al.,
2004).

Protein MAGE-1 mengandung peptida epitop yang dapat binding dengan tipe haploid
HLA I termasuk molekul HLA-A1, B3701, A2.1, A3.2, Cw*1601, dan A24. Peptida yang
binding dengan molekul HLA-A1, B3701, Cw*1601, dan A24 tampak diproses dan
dipresentasikan pada permukaan sel sehingga dapat digunakan sebagai target potensial untuk
imunoterapi spesifik (Chen H, e al. 2000). Kombinasi peptida antigen kanker testis dan
Human Leukosit Antigen (HLA) ketika dipresentasikan oleh Antigen Presenting Cell (APC)
terhadap sel T citotoksik (CTL) mampu memicu respons imun seluler pada penderita kanker
(Zhao L, et al. 2004).

Gen MAGE-A1, A2, A3, A4, A6, A10 dan A12 sering diekspresikan pada beberapa
tumor seperti pada melanoma, bladder carcinoma, non-small cell lung carcinoma, head and
neck carcinoma, squamus cell carcinoma esophagus, tetapi tidak diekspresikan pada jaringan
normal keculai pada testis (Van Baren N, ef al. 1999). Gen MAGE-1 diekspresikan pada
kanker lambung (Ries J, ef al. 2005; Kim YM, et al. 2001; Chen XH, et al. 2004; Kong U, et
al. 2004; Li J, et al. 1996), pada kanker colorectal (Li M, efr al. 2005), oral squamus
carcinoma (Chi SN, ef al. 2002), kanker paru (Sakata M, 1996) dan kanker ginjal (Yamanaka
K, et al. 1998).

Kesimpulan

Primer MAGE Al-10 dapat mendeteksisel kanker yang mengekspresikan paling
sedikit satu gen MAGE A dari 10 variant gen MAGE A. Marker molekuler ini mungkin dapat
digunakan sebagai tool baru untuk mendeteksi ekspresi gen MAGE pada kanker.
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ABSTRACT

The melanoma antigen (MAGE) gene, expressed in cancer cells and in testicular tissue,
consist of 12 variants that called MAGE A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7 (pseudo gene), A8, A9,
Al0, Al1, and Al12. The mRNA MAGE A can be identified using the Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction (RT-PCR).

The objective of this study was to develop the molecular strategy for detecting the mRNA of
MAGE Al-A10 use the universal primer for MAGE A1-10 in the one tube. This research
used testicular tissue from patients who had received the orchidectomy therapy at Dr
Soetomo Hospital, Surabaya, Indonesia. Identification of MAGE Al-Al0 mRNA was
performed by RT-PCR technique using the universal primer for MAGE Al-A10. MAGE Al,
A2, A3, Ad, A5, A6, A8, A9, and A10 variants mRNA were detected using primer set of
GMF10/GMRI10 for the first round and primer set of GMF10/GMR12 for the second round.
Primer set of MMRPI/MMRP2 was used as a comparison for MAGE Al-6 mRNA
identification. The mRNA from testicular tissue was extracted, followed by RT-PCR. The
PCR result was electrophoresed with 2% agarose gel. The PCR products of primer pair
GMF10/GMR10 ranging from 823-919 base pair (bp) whereas products of GMF10/GMRI12
were 461-557bp in size depending on the variants of MAGE A1-A10. The next optimization
test was RNA total dilution test. Total RNA concentration of 133.4 ng/ml was used for
dilution with a ratio of 1:10, 1:100, 1:1000. The all of the MAGE A1-A10 mRNA can be
detected together in the same tube PCR. This common primer can be used as a biomolecular
tool for identification the all variants of MAGE A1-A10 mRNA in cancer cells.

Keywords: MAGE A1-A10 mRNA, commori primer, testicular tissue, cancer testis antigen,
RT-PCR
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Introduction

Gen melanoma antigen (MAGE) MAGE disebut sebagai gen kanker testis antigen karena
hanya diekspresikan pada sel kanker dan jaringan testis nomal yaitu pada spematid dan spematogonia.
Ada juga yang menyebutkan bahwa gen ini juga diekspresikan pada plasenta (De Plaen et al., 1994,
Van Baren N ef al, 1999, Jungbluth AA ef al, 2000, Luo G et al, 2002). Gen MAGE tipe I yaitu
MAGE A, MAGE B, MAGE C yang diekspresikan pada terbatas pada jaringangerm yaitu
spermatosit, plasenta, dan beberapa stadium dalam perkembangan embrio. Gen MAGE tipe II yaitu
MAGE D yang diekspresikan secara umum pada jaringan tubuh (Karimi S, ef al, 2012). Gen MAGE
A diekspresikan pada banyak jaringan kanker. Gen MAGE Al diekspresikan pada kanker lambung,
(Ries J, ef al. 2005; Kim YM, ef al. 2001; Chen XH, et al. 2004; Kong U, et al 2004; Li J, et al.
1996), pada kanker colorectal (Li M, et al. 2005), oral squamus carcinoma (Chi SN, et al. 2002),
kanker paru (Sakata M, 1996) dan kanker ginjal (Yamanaka K, ef al. 1998). Gen MAGEALI, A2, A3,
A4, A6, A10 dan Al2 sering diekspresikan pada beberapa tumor seperti pada melanoma, bladder
carcinoma, non-small cell lung carcinoma, head and neck carcinoma, squamus cell carcinoma
esophagus, tetapi tidak diekspresikan pada jaringan normal keculai pada testis (Van Baren N, ef al.
1999). Sel kanker paru, baik pada small cell lung cancer (SCLC) atau non smal cell lung cancer
(NSCLC), mengekspresikan molekul MAGE A (Sugita M, ef al., 2002; TajimaK, et al., 2003; Tsai
JR, et al., 2007, Kim YD,ef al., 2012; Shin KC,et al., 2012; Karimi S, ef al., 2012). Gen MAGE A
diekspresikan pada sel kanker NSCLC dan sel di sekeliling jaringan kanker yang secara histoptaologi
tampak normal (Karimi S, ef al, 2012). Sel epithel bronchial dari perokok juga mengekspresikan
salah satu gen MAGE A (Jang Slef al, 2001). Aktivasi transkripsi gen MAGE A menghasilkan
mRNA MAGE A dapat diidentifikasi dengan teknik reverse trancriptase polymerase chain reaction
(RT PCR). Hal ini menunjukkan bahwa mRNA MAGE A dapat berguna untuk deteksi dini kanker
paru dan juga untuk skreening kanker paru. Ekspresi gen MAGE A berpotensi sebagai marker

molekuler untuk pengembangan marker deteksi dini kanker paru.

Gen MAGE A terdapat 12 variant yaitu MAGE Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, AlD,
All, Al2.Ekspresi gen MAGE A pada kanker paru dapat dideteksi dengan menggunakan primer
universal MAGE A yaitu mampu mendeteksi MAGE A vanant Al, A2, A3, A4, A5, A6 dengan
teknik reverse transcription polymerase chain reaction (RT PCR) nested PCR. Gen MAGE yang
paling diekspesikan pada jenis adenocarcinoma paru secara berurutan yaitu A2, A7, All, B6, D2,
H1, sedangkan pada jenis squanous cell carcinoma secara berurutan yaitu A2, A8, A7, B2, A4, All
(Tsai JR, et al., 2007). Ekspresi MAGE Al, A3, A6, Al2, 4b juga ditemukan pada NCSLC dan
SCLC (Sugita et al, 2002). Hal ini menunjukkan bahwa selain MAGE Al-6, juga masih ada variant
MAGE A lain yaitu MAGE A8, A9, dan A10 yang juga dickspresikan pada kanker paru, baik jenis
NSCLC atan SCLC. Hal ini menjadi penting jika ekspresi MAGE A ini digunakan sebagai marker
diagnosis atau deteksi dini. Semakin banyak variant gen MAGE A yang dapat diidentifikasi maka
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diagnosis bisa dilakukan lebih dini sehingga memberikan dampak prognosis yang lebih bagus. Primer
universal yang ada saat ini hanya mampu mendeteksi ekspresi gen MAGE variant Al sampai A6,
padahal variant lain gen MAGE yaitu variant A8, A9, dan AlO, juga banyak diekspresikan pada
beberapa jenis kanker, termasuk kanker paru. Oleh karena itu diperlukan perancangan primer
universal yang mampu mengidentifikasi ekspresi gen MAGE A variant Al sampai A10 pada kanker
paru. Penelitian eksplorasi laboratorik yang bertujuan untuk identify the expression of MAGE All

and A12 in lung cancer

Metode penelitian
Spesimen Penelitian

Spesimen yang digunakan pada penelitian ini yaitu jaringan testis yang diperoleh dari pasien
mendapatkan terapi orchidectomi dan jaringan paru dari nodul suspect kanker paru dari hasil core
biopsi paru dari Rumah Sakit Dr Soetomo Surabaya. Diperoleh 18 spesimen hasil core biospi dan
pasien suspek kanker paru.

Design Primer

Perancangan primer universal MAGE All dan Al2 pada penelitian ini dilakukan
berdasarkan pada sekuen mRNA gen target dengan memilih area antara exon 1, 2, dan 3.
Area yang paling bervariasi pada gen MAGE yaitu area pada exon 1 dan 2, sedang exon 3
merupakan bagian coding region gen yang sekuennya hampir sama diantara semua Jamily
gen MAGE A. Jika dilakukan perancangan primer pada area exon 3 saja maka dikhawatirkan
yang teramplifikasi bukan mRNA MAGE A tetapi gen MAGE A sehingga pada penelitian ini
primerforward dirancang untuk menempel pada sekuen exon 1 bersama exon 2 dan
primerreverse dirancang menempel pada exon 3 atau exon 2.

Gen MAGE All dan Al2 memiliki sekuen mRNA yang memiliki homology yang
berbeda dengan sekuen gen MAGE A1-10 sehingga dalam hasil design primer MAGE All
dan A12 tidak bisa dilakukan secara bersamaan dengan gen MAGE A yang lain. Hasil design
primer pada penelitian ini yaitu untuk mendeteksi mRNA varian MAGE Al-10
menggunakan pasangan primer GMF10 dan GMR10 untuk first round dan GMF10 dengan
GMR12 untuk second round (Tabel 1).

Pasangan primer GMF10/GMR10 pada first round menghasilkan produk 823-919bp
dan GMF10/GMR12 pada second round 461-557 bp tergantung pada jenis MAGE A (Tabel
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2), digunakan untuk identifikasi ekspresi mRNA MAGE Al-10. Pasangan primer
MMRP1/MMRP2 pada first round menghasilkan produk 852 bp dan MMRP3/MMRP4 pada
second round menghasilkan produk 469-490, digunakan sebagai pembanding untuk
identifikasi ekspresi mRNA MAGE Al-6.

MAGEAT | Exon 1 Exon 2 |— Exon 3

GMF10 — —>» +— GMR12 ¢ GMR10

MAGEAD GRASATCTSCCIGTGSETY TCACARAGECAGAARTGITGE GTGTASGAAAAGTAIITGGAG
MAGEAL ..., Teeors Teeseaos  messsrssccrccnce CP .
MAGZAE .....T..w T ieeases  seremsscsvescnne
MAGEAD  ..... evesPecrsaas  mreeessecmavsaan
MAGER:
MAGEARS
MAGEAG .
MAGEAS  i.ieeleeneeTeesnnca  rececsssenesccce
HAGEA® .

MAGERIR eeeeleveceTacensee  ossvcncrevsavacs
MASEALD .

GMF10 =’ -SAAGRYCTGCCWSTGREETY
Exon 2 Exon 3

PRy
cene
....................
....................
....................

.........................

PLALAANSOOO

....................

GATT-4' GMRIZ CRISTOSIYTTSAIGOATITS S GMRIO

ARTUTTITIATOTITSA

]

Figure 1. The primer position of primer MAGA A1l dan A12

Tabel 1. The primer use for RT PCR of mRNA MAGE All and Al2

Gene found Primer pair L::g:l:c(::) Tm(°C}) Sequence of Primer {5'->3’)

G ma emreown  m @ Geoniecce e
MAGE A11  First GMF11 vs GMR11 858 63-64 23?111 (éisg fggs&(ﬁggfgg :CG N
MAGEA11  Second GMF11 vs GMR12 496 63-64 gm;lllz g?:gye :IFITA?[:Q 2?;3%2%1:36
MAGE A12  First GMF12 vs GMR10 858 62-64 g:;i(z) ggxgggxgﬁgﬁﬁ:ﬁ?;
MAGEA12 Second GMF12V5 GMRI12 496 63-64 GMF12: CCAAGCATCCAGGTTCTGAGG

GMR12: CCAGYATTTCTGCCTTTGTGA

GAPD = glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, MAGE = melanoma-associated gene,
Tm = melting temperature, bp = base pair

Nested PCR .

RNA dari jaringan testis dan jaringan paru hasil core biopsi diekstraksi menggunakan
RNAeasy Plus Mini Kit berdasarkan instruksi pabrik sehingga diperoleh total RNA (Qiagen). Kadar
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RNA diukur dengan nanodrop (...). Total RNA kemudian disimpan pada -20°C sampai akan
digunakan,

Reverse Transcription PCR dilakukan dengan kit ReverTraAce®qPCR RT Masater mix with
gDNA remover (Toyobo, Japan). Total 14pl reaksi yang terdiri dari 4x DNA master mix yang sudah
dicampur dengan gDNA remover 21, RNA template 6 pl 5xRT master mix II 3 pl, dan nuclease free
water 3 pl. Reaksi mix diinkubasi pada suhu 37°C selama 15 menit, kemudian dilanjutkan dengan
inkubasi pada suhu 42°C selama 50 menit, stop reaksi dilakukan pada suhu 98°C selama 5 menit.
¢DNA kemudian disimpan pada -20°C sampai akan digunakan.

Amplifikasi yang pertama dilakukan dalam 20 pl yang terdiri dari master mix 10 pl, primer
forward 1 pl, primer reversse 1 pl, nuclease free water 5 pl, cDNA template 3 pl. Konsentrasi primer
yaitu 10 pmoles/ul. Siklus PCR yaitu pre denaturasi 94°C selama S menit, denaturasi 94°C selama 30
detik, annealling primer 57°C selama 45 detik, extention 72°C selama 45 detik, dan final extention
72°C selama 7 menit. PCR dilakukan selama 40 siklus kemudian dielektroforesis dengan gel 2 %.

Hasil PCR dari sampel jaringan testis dikonfirmasi dengan sekuensing dan hasil dibandingkan

dengan yang terdapat di Gen Bank NCBI

Identifikasi mRNA MAGE A1-10 dengan MAGE A primer universal

Identifikasi mRNA MAGE A1-12 dilakukan menggunakan primer universal MAGE Al-10
pada jaringan kanker paru dengan specimen jaringan kecil dari hasil core biopsy kanker paru. Kontrol
positif yaitu jaringan testis normal dan kontrol jumlah mRNA yang terdapat pada sampel yaitu
konsentrasi RNA gen housekeeping (gen GADP).

Sampel dikumpulan dengan teknik constitutive sampling yaitu semua penderita kanker
tersebut selama 6 bulan waktu penelitiandigunakan untuk penelitian. Sampel kanker paru dari core
biopsy digunakan pada penelitian ini. Sampel core biopsy dibagi menjadi dua bagian yaitu satu bagian
dimasukkan ke dalam tabung berisi buffer formalin 10%, kemudian diposes untuk menjadi slide HE
dan digunakan untuk diagnosis histopatologi. Satu bagian core biopsy dimasukkan ke dalam tube dan
dimasukkan box ice kemudian segera dikirim ke laboratorium tempat pemeriksaan ekspresi gen
MAGE A dan disimpan di suhu -70°C sampai digunakan untuk ckstrasksi RNA

Hasil dan Pembahasan
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Sampel dari core biopsi itu sangat sedikit yaitu sebesar benang rajut dengan panjang
maksimal 1 cm sehingga dalam pelaksanaan penelitian perlu dilakukan seefisien mungkin.Ukuran
sampel yang sangat kecil ini akan digunakan untuk PCR menggunakan pasangan primer untuk
identifikasi MAGE A1-6, Mage Universal MAGE A1-10 hasil rancangan baru, MAGE Al, MAGE
A2, MAGE A3, MAGE A4, MAGE A5, MAGE 6, MAGE A8, MAGE A9, dan MAGE Al0.

Primer universal MAGE A1-10 setelah diujikan pada sampel jaringan testis menunjukkan pita
sekitar 823-9191bp, sedangkan primer MMRP I/MMRP2 menunjukkan pita sekitar 852bp (Gambar
1). Uji optimasi selanjutnya yaitu uji dilusi total RNA. Kada ttotal RNA yaitu 133,4 ng/pl.total RNA
tersebut digunakan dilusi yaitu perbadingan 1:10, 1:100, 1:1000. (gambar 2).

PCR GAPD from Core Biopsi Sampel of Lung Cancer Patients

'NC1 2 34 5°6 7 M8 9 10 1112 13.14715

Primer yang digunakan..gambar posisi primer

Hasil PCR primer tersebut dari sampel testis utk second round MAGE A11 dan Mage A12 =» gambar
ELP nya dan gambar sekeunsing nya

Hasil PCR pada sampel lung cancer... 18 sampel dijejer utk MAGE A12.

Karakteristik pasie
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