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Abstrak

Kanker kolorektal merupakan penyebab kematian akibat kanker yang menempati urutan ketiga, dengan angka kejadian
sekitar satu juta kasus per tahun dan angka kematian lebih dari 500.000. Kanker kolorektal melibatkan kolon, rektal dan
kanal anal. Kanker kolorektal dapat disebabkan oleh banyak faktor, salah satunya adalah faktor genetik. Polimorfisme
gen p53 berhubungan dengan tingginya kerentanan mengalami kanker kolorektal. Polimorfisme gen p33 paling sering
terjadi pada kodon 72 ekson 4, yaitu alel yang mengkode arginin (CGC) atau prolin (CCC). Penelitian ini bertujuan
untuk mengidentifikasi pola distribusi polimorfisme gen p53 kodon 72 pada penderita kanker kolorektal di Rumah Sakit
Mohammad Hoesin Palembang. Penelitian ini adalah penelitian laboratorium berjenis deskriptif menggunakan teknik
PCR-RFLP dengan enzim BstUI terhadap 30 penderita kanker kolorektal. Genotip gen p53 kodon 72 wild type Arg/Arg
sebanyak 14 pasien (46,7%) dan mutan heterozigot Arg/Pro 14 pasien (46,7%) merupakan genotip paling banyak
ditemukan pada subjek penelitian, ditkuti oleh genotip mutan homozigot Pro/Pro sebanyak 2 pasien (6.6%). Sementara
itu, alel vang paling banyak ditemukan pada subjek penelitian adalah alel Arg72 (70%) dan sisanya Pro72 (30%). Lebih
dari setengah jumlah pasien kanker kolorektal mengalami polimorfisme gen p53 kodon 72, dimana mayoritas dari
pasien kanker kolorektal mengalami polimorfisme genotipe Arg/Pro.

Kata Kunci: arginin, gen p33 kodon 72, kolorektal, polimorfisme, prolin.

Abstract

Identification of p53 gene codon 72 polymorphism in colorectal cancer patients at Mohammad Hoesin Hospital
Palembang. Colorectal cancer is the third leading cause of cancer death, with the incidence as high as one million cases
per vear and a mortality rate more than 500.000. Colorectal cancer is a cancer that involves the colon, rectum and anal
canal. It has long been considered as a multifactorial disease, where one of the contributing factors is the genetic factor.
One of the genetic factors being associated with th@@high risk of getting colorectal cancer is P53 gene polymorphism.
P53 gene polymorphism itself is most common in codon 72 of exon 4, which alleles that encode arginine (CGC) or
proline (CCC). Thus this study wished to identify the P53 gene codon 72 polymorphism in colorectal cancer patients at
Mohammad Hoesin Hospital Palembang. This study is a descriptive laboratory study using PCR-RFLP technique with
BsiUl enzyme. Sample of this study are 30 colorectal patients who came to Mohammad Hoesin Hospital on this study
period. The wild type Arg/Arg 14 patients (46.7%) and mutant heterozygous Arg/Pro 14 patients (46.7%) were the most
common genotypes found: followed by mutant homozygous Pro/Pro 2 patients (6,6%). The most commonly found allel
was the Arg72 allele (70%), while the rest was Pro72 (30%). P53 gene codon 72 polymorphism was found more than
half of the colorectal cancer patients. Genotype of Arg/Pro polymorphism on colorectal cancer patients were more
found than genotype of Pro/Pro.

Keywords: arginine, p33 gene codon 72, polimorphism, colorectal, proline.




1. Pendahuluan

Kolon dan rektum adalah bagian dari sistem digestif,
atau biasa disebut sistem gastrointestinal. Sistem
digestif berperan dalam proses pencernaan makanan
untuk menghasilkan energi dan membuang sisa-sisa
proses pencernaan seperti tinja atau feses. !

Kanker kolorektal merupakan neoplasma yang terjadi
pada usus besar yang dapat bersifat herediter atau
sporadis. Kanker kolorektal adalah penyakit pada usus
besar dimulai dari caecum, yang terletak di kuadran
bawah kanan abdomen, sampai ke rektun.

Kebanyakan kanker kolorektal tidak disebabkan oleh
faktor keturunan, tetapi lebih kepada proses sporadis;
perubahan genetik somatis yang berkembang selama
seumur hidup. * Ada beberapa faktor risiko yang dapat
meningkatkan dan menurunkan risiko terjadinya kanker
kolorektal. Faktor tersebut dibagi menjadi faktor yang
dapat dimodifikasi dan yang tidak dapat dimodifikasi.
Faktor diet, merokok, alkohol, kelebihan berat badan,
aktivitas fisik dimasukkan ke dalam faktor yang dapat
dimodifikasi. * Sedangkan faktor genetik 3 dan riwayat
medis dimasukkan ke dalam faktor vang tidak dapat
dimodifikasi. °

Salah satu faktor genetik yang banyak dihubungkan
dengan kanker kolorektal adalah polimorfisme gen p353
kodon 72. 7 Polimorfisme ini terjadi akibat adanya
substitusi basa nitrogen G dengan basa nitrogen C pada
kodon 72 yang menyebabkan perubahan asam amino
dari arginin menjadi prolin. Alel Pro72 gen p33
dihubungkan dengan kurangnya potensi apoptosis
ketika sel mengalami stress, sehingga terjadi
pertumbuhan sel yang terus menerus. :

Beberapa hasil penelitian yang telah dilakukan untuk
mengkaji hubungan antara polimorfisme gen p33 kodon
72 dengan kanker kolorektal masih kontroversial.
Berdasarkan hasil penelitian pada populasi Tiongkok, :
polimorfisme ini memiliki hubungan vyang signifikan
dengan kejadian kanker kolorektal. Namun, penelitian
vang dilakukan pada populasi Iran menyatakan bahwa
polimorfisme gen p53 kodon 72 tidak berhubungan
dengan kanker kolorektal. 10

Polimorfisme genetik memiliki frekuensi dan distribusi
berbeda yang dipengaruhi oleh diet, gaya hidup, ras dan
etnis masyarakat setempat. Masyarakat Indonesia terdir
dari beragam etnis. Sebagian besar masyarakat Provinsi
Sumatera Selatan terdiri dari etnis Melayu sehingga
hasil penelitian di daerah in1 mungkin berbeda dengan
penelitian sebelumnya di daerah lain.

Sampal  saat ini  belum ada penelitian tentang
polimorfisme gen p53 kodon 72 yang dilakukan di
Indonesia, khusunya di Provinsi Sumatera Selatan

sehingga perlu dilakukan penelitian awal yang bersifat
deskriptif untuk mengidentifikasi polimorfisme pada
penderita kanker kolorektal.

2. Metode

Penelitian identifikasi polimorfisme gen p53 kodon 72
pada penderita kanker kolorektal di Rumah Sakit
Mohammad Hoesin Palembang adalah suatu penelitian
laboratorium berjenis deskriptif menggunakan teknik
PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Length Polymorphism).

Sampel dalam penelitian ini vaitu 30 sampel spesimen
darah vang telah menjadi koleksi sampel di
laboratorium Biologi Molekuler Fakultas Kedokteran
Unsri.

Subjek pada penelitian ini adalah semua pasien yang
datang berobat dan didiagnosis pasti kanker kolorektal
oleh dokter spesialis bedah digestif di Rumah Sakit
Mohammad Hoesin Palembang pada periode Mei — Juli
2014.

[solasi DNA dari sampel darah dilakukan dengan
metode Chelex-Resin 100, Setelah diisolasi, DNA

kemudian  diamplifikasi  dengan  teknik  PCR
menggunakan 2 jenis  primer, yaitu  sekuens
5"TTGCCGTCCCAAGCAATGGATGA3S’ untuk
primer F (forward) dan
STCTGGGAAGGGACAGAAGATGACS’ untuk

primer R (reverse). '' Komposisi campuran dengan
volume total 25 uL vyang digunakan saat melakukan
PCR adalah PCR mix Go Tag Green (Promega) yang
terdiri dari 10 uL. ANTP dan Tag Polymerase, 9 ul.
ddH,0, 5 pl. DNA cetakan, serta primer reverse dan
forward masing-masing 0,5 yL. Proses PCR dilakukan
dengan menggunakan mesin LabCycler (Sensoquest).

Produk PCR didigesti dengan menggunakan enzim
BstUl pada suhu 37°C. Kemudian, dilakukan proses
elektroforesis pada aparatus elektroforesis (Biorad)
menggunakan gel agarosa 4% dengan tegangan listrik
80 V selama 70 menit. Hasil elektroforesis divisualisasi
dengan Gel Doc 1000 (Biorad) menggunakan sinar UV.
Genotip Pro/Pro (mutan) menghasilkan satu fragmen
DNA yang berukuran 199 bp dan genotip mutan
heterozigot menghasilkan tiga fragmen vaitu, 86 bp, 113
bp. dan 199 bp. Sementara, Genotip Arg/Arg (wild type)
menghasilkan dua buah fragmen yang berukuran 86 bp
dan 113 bp. "

3. Hasil

Subjek penelitian in1 berjumlah 30 orang dengan usia
rata-rata 51,6 tahun dan rentang usia 31-87 tahun.
Subjek penelitian paling banyak berada pada kelompok
usia =50 tahun, jenis kelamin perempuan dengan lokasi




kanker kolorektal di rektum. Karakteristik subjek
penelitian dapat dilihat pada Tabel 1.

Setelah proses elektroforesis menggunakan medium gel
agarosa 4%. Genotip wild type (Arg/Arg) vang ditandai
dengan adanya dua pita dengan panjang 86bp dan
113bp. genotip mutan heterozigot (Arg/Pro) yang
ditandai dengan adanya tiga pita dengan panjang 86 bp,
113 bp dan 199 bp, dan genotip mutan homozigot
(Pro/Pro) vang ditandai dengan adanya satu pita dengan
panjang 199 bp. Hasil visualisasi gen P53 Kodon 72
dapat dilihat pada Gambar 1.

Genotip gen p53 yang paling banyak terdapat pada
subjek penelitian adalah genotip Arg/Arg dan Arg/Pro
masing-masing sebanyak 14 orang (46.7%).. Sisanya,
genotip Pro/Pro sebanyak 2 orang (6.6%). Frekuensi
alel Arg72 pada penelitian ini cukup tinggi, vyaitu
sebesar 70%, sedangkan frekuensi alel Pro hanya
schesar 18.7%.

Distribusi genotip dan alotip berdasarkan usia, jenis
kelamin dan lokasi kanker secara lengkap dapat dilihat
pada Tabel 2, 3.4, 5.6, dan 7.

Tabel 1. Karakteristik subjek penelitian

Karakteristik Subjek n=30 (%)
Usia
< 40 tahun 5(16,7)
40-49 tahun 11 (36.6)
= 50 tahun 14 (46,7)
Jenis Kelamin
Laki-laki 14 (46,7)
Perempuan 16 (53.3)
Lokasi Kanker
Kolon
Laki-Laki 5(16,7)
Perempuan 6 (20)
Rektum 1(3.1)
Laki-laki 9 (30)
Perempuan 10 (33.3)

Tabel 2. Distribusi Genotip Gen P53 Kodon 72 Pada
Kanker Kolorektal Berdasarkan Usia

Genotip Usia (tahun)
<40 40-49 =50
n % n Yo n Yo
Arg/Arg 1 3.3 5 16,7 8 26,7
Arg/Pro 3 10 5 16,7 | 6 20
Pro/Pro 1 3.3 1 33 - -
Total (%) 5 16,6 | 11 | 36,7 | 14 | 46,7

Tabel 3. Distribusi Alotip Gen P53 Kodon 72 Pada Kanker
Kolorektal Berdasarkan Usia

Alotip Usia (tahun)
<40 40-49 =50
n Yo n Yo n Yo
Arg72 5 83 15 25 22 36.7
Pro72 5 83 7 11,7 6 10
Total (%) | 10 | 16,6 | 22 | 36,7 28 46,7

Tabel 4. Distribusi Genotip Gen P53 Kodon 72 Pada
Kanker Kolorektal berdasarkan Jenis Kelamin

Genotip Jenis Kelamin
Laki-laki Perempuan
n % n %
Arg/Arg 6 20 8 26,7
Arg/Pro 7 233 7 233
Pro/Pro 1 33 1 3.3
Total (%0) 14 46.7 16 533

Tabel 5. Distribusi Alotip Gen P53 Kodon 72 Pada Kanker

Kolorektal berdasarkan Jenis Kelamin

Alotip Jenis Kelamin
Laki-laki Perempuan
n %o n %Yo
Arg72 19 317 23 38.5
Pro72 9 15 9 15
Total (%) 28 46.7 32 53.3

Tabel 6. Distribusi Genotip Gen P53 Kodon 72 Pada
Kanker Kolorektal berdasarkan Lokasi Kanker

Genotip Lokasi Kanker
Kolon Rektum
n %Yo n %o
Arg/Arg 5 16.7 9 30
Arg/Pro 5 16,7 9 30
Pro/Pro 1 33 1 33
Total (%) 11 36.7 19 63.3

Tabel 7. Distribusi Alotip Gen P53 Kodon 72 Pada Kanker

Kolorektal berdasarkan Lokasi Kanker

Alotip Lokasi Kanker
Kolon Rektum
n %o n %o
Arg72 15 25 27 45
Pro72 7 11,7 11 18.3
Total (%) 22 36.7 38 633
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Gambar 1. Visualisasi hasil RFLP Gen P53 Kodon 72
M: marker ladder 50 bp; U: uncut (produk PCR yang tidak
terdigesti); 20,21,22,23,24,25: nomor urut sampel

4. Pembahasan

Pada penelitian ini frekuensi genotip mutan homozigot
Pro/Pro (6.6%) terendah kedua setelah penelitian di
Amerika Serikat (6.1%). '* Frekuensi genotipe Pro/Pro
tertinggi berada pada pO[Jl]laSl India (45.4%). " diikuti
oleh llon§l\ol\ (24.6%), Malaysna (21%). " Korea
(13.3%), " Iran (12.4%), ' Mesir (10,8%), '” dan Turki
(7.4%). !

Sementara itu, frekuensi alel Pro72 pada hasil penelitian
ini (30%) lebih rendah dari frekuensi alel Arg72 (70%),
berbeda dengan hasil penelitian sebelumnya, frekuensi
alel Pro72 pada populasi Tiongkok (50,3%) ? dan India
(66,9%) " lebih tinggi daripada alel Arg72nya. Tetapi,
hasil penelitian ini mirip dengan hasil penelitian pada
populasi Amerika (24%), 2 Mesir (32.8%), " Turki
(27.8%). ' Tran (39.3%), '® Malaysia (43,6%), ' dan
Korea (36.4%). "

Berdasarkan jenis kelamin, genotip vang paling banyak
ditemukan pada laki-laki adalah genotip Arg/Pro
(23.3%) dan pada perempuan yang paling banyak
ditemukan adalah genotipe Arg/Arg (26,7%). Sementara
itu, penelitian di Turki melaporkan hasil yang
berkebalikan. Pada perempuan lebih banyak ditemukan
genotip Arg/Pro (50%) dan pada laki-laki lebih banyak
genotip Arg/Arg (63.6%). Alel Arg72 paling banvak
ditemukan pada kedua subjek penelitian; laki-laki
(31,7%) dan perempuan (38.3%). Hal in1 serupa dengan
hasil  penelitian sebelumnya,alel Arg72 memiliki
frekuvl.elnsi 36.7% pada perempuan dan 28,3% pada laki-
laki.

Lokasi kanker yang paling banyak ditemukan pada
penelitian ini adalah rektum. Genotip Arg/Arg dan
Arg/Pro memiliki frekuensi vang sama banyak di
rektum (16,7%), sedangkan alel yang paling banyak
ditemukan di rektum adalah Arg72 (45%). Hal ini
serupa dengan hasil penelitian sebelumnya vang

melaporkan genotip paling banyak ditemukan di rektum
adalah Arg/Arg (55.6%) pada perempuan dan 53.6%
pada laki-laki. '* Sementara itu, hasil penelitian lain
berbeda dengan hasil penelitian ini. Genotip yang paling
banvak ditemukan adalah Arg/Pro (54,3%) di kolon. *

Beberapa penelitian sebelumnya telah melaporkan
adanya hubungan yang signifikan antara alel mutan
homozigot Pro72 dengan risiko perkembangan kanker
kolorektal. * Alel Arg72 memiliki kapasitas 15 kali
lebih besar dalam menginduksi apoptosis dibanding alel
Pro72. ' Penelitian meta-analisis dampak polimorfisme
gen p53 kodon 72 menyimpulkan bahwa individu
dengan frekuensi alel Pro72 memiliki risiko tinggi
terjadinya kanker kolorektal selama masa hidupnya
dibanding individu yang memiliki alel Arg72, karena
alel Arg72 memiliki potensi melakukan apoptosis vang
lebih baik dalam merespon cellular stress, sehingga
terlindung dari kanker. "’

Frekuensi alel mutan homozigot Pro72 yang lebih tinggi
ditemukan pada ras-ras tertentn dalam kasus kanker
kolorektal, terutama pada populasi yang memiliki
lingkungan yang ekstrim, hal ini karena alel Pro72
menjadi pelindung yang baik terhadap penyakit yang
disebabkan oleh sinar matahari. Selain itu, Kkarena
polimorfisme juga dipengaruhi oleh gaya hidup, pola
makan. dan paparan lingkungan yang bervariasi sesuat
dengan ras dan etnis. Penelitian tentang polimorfisme
kodon 72 gen p53 vang terletak pada proline-rich
region menjadi sangat penting karena secara fungsional
berperan dalam penekanan pertumbuhan sel kanker dan
apoptosis. *

5. Kesimpulan

Genotip gen p53 kodon 72 wild fype Arg/Arg dan mutan
heterozigot Arg/Pro merupakan genotip paling banyak
ditemukan pada subjek penelitian, diikuti oleh genotip
mutan homozigot Pro/Pro. Sementara itu, alel vang
paling banyak ditemukan pada subjek penelitian adalah
Alel Arg72 dan sisanya Pro72.
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