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ABSTRAK

Nama . Agus Rahmadi
Program : Magister llmu Biomedik FKUI
Judul : Ekspresi myomiR-206 pada pasien kanker paru dengan kaheksia dan

kaitannya dengan IL—6

Kanker paru merupakan kanker yang paling banyak dijumpai sebagai salah satu
penyebab kematian didunia. Kaheksia sering terjadi pada pasien kanker paru dengan tingkat
survival yang rendah. Kaheksia ditandai dengan penurunan berat badan yang berdampak pada
berkurangnya jaringan lemak dan otot rangka, kelelahan dan inflamasi sistemik. Sitokin
berhubungan dengan terjadinya inflamasi sistemik. Salah satu sitokin yang berperan adalah
IL-6. IL-6 dapat menstimulasi pembentukan protein fase akut yang berperan menyebabkan
penurunan berat badan pada kaheksia. Seperti diketahui bahwa miRNA berperan dalam
proses myogenesis. Salah satu myomiR yang berperan adalah miRNA-206. MyomiR—-206
merupakan kelompok myomiR yang terekspresikan pada otot rangka. MiRNA berperan
penting sebagai modulator ekspresi gen, namun mekanisme terjadinya atropi otot pada
kaheksia belum banyak diketahui. Desain penelitian ini adalah penelitian cross sectional.
Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui ekspresi myomiR — 206 pada pasien kanker
paru yang mengalami kaheksia dan kaitannya dengan IL-6. Ekspresi miRNA diukur dalam
serum darah pasien dengan menggunakan RT-gPCR. Hasil penelitian menunjukkan terdapat
perbedaan ekspresi myomiR-206 antara kelompok pre kaheksia dengan kelompok kaheksia
namun tidak bermakna secara statistik. Sedangkan perbedaan IL-6 antara kelompok
prekaheksia dengan kaheksia menunjukkan hubungan bermakna secara statistik. Dapat
disimpulkan bahwa terdapat perbedaan ekspresi myomiR—206 pada pasien kanker paru yang
mengalami kaheksia namun tidak bermakna secara statistik dan berkaitan dengan I1L-6.

Kata Kunci : Kanker Paru, Kaheksia, myomiR-206, IL-6
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ABSTRACT

Nama : Agus Rahmadi
Program : Master in Biomedical Science FKUI
Title . Expression of myomiR-206 in lung cancer patient with cachexia in

correlation with I1L-6

Lung cancer is the leading cause of cancer-related deaths worldwide. Cachexia are
frequently observed in lung cancer patients and associated with poor survival. Cachexia is
characterized by a significant reduction in body weight resulting predominantly from loss of
adipose tissue and skeletal muscle, fatique and systemic Inflamation. Cytokines are related to
systemic inflammation . One of these cytokines is IL-6. IL-6 stimulates the synthesis of
acute phase proteins are important in promoting weight loss in cachexia. In Additional,
miRNAs have been identified and shown to have an important role in myogenesis. One of
these myomiRs is mMiIRNA-206. MyomiR—-206 is expressed in skeletal muscle. MiRNAs are
important modulators of gene expression but their role the atrophy muscle in cachexia is
unknown.This research was a cross sectional study. The aim of this study was to see
expression of myomiR-206 in lung cancer patient with cachexia in correlation with 1L-6.
MicroRNA expression was measured from serum of blood using RT-gPCR.. These results,
There was difference expression of myomiR-206 in lung cancer patient between precachexia
and cachexia but there was no significant in statistic. There was significant in IL-6 between
precachexia and cachexia. Our results suggest that there was difference expression of
myomiR—206 in lung cancer patient with cachexia but there was no significant statistic and
associated with IL-6.

Keywords : Lung cancer, cachexia, myomiR-206, IL-6

viii
Universitas Indonesia



DAFTAR ISI

HALAMAN JUDUL ..ottt ettt e ettt e e st e e e s e b e e e e s nnbneeeean i
PERNYATAAN ORISINALITAS ..ottt i
LEMBAR PENGESAHAN ...ttt st e e e ane e e annae e iii
KATA PENGANTAR Lottt e et e e e s e et a e e nnaeeanaaeenes \Y
LEMBAR PERSETUJUAN PUBLIKASI KARYA ILMIAH .....cooiiiiiiiseee s vii
A B S T R A K L e et e e e e et e e et e e e e e baeee e naaeeeenaraeeans viil
ABSTRACT ..ottt ettt ettt ettt ettt s et et e st es e b enteseesenseneesensens ix
Y I B 1 Y SRS X
DAFTAR TABEL ..ottt e e et e e e b e e e e nrae e e e ensaeaeeennnes xii
DAFTAR GAMBAR ...ttt sttt sttt s et et et et et ene it e Xiii
DAFTAR LAMPIRAN ...ttt e e et e e e et e e e s nnna e e e e e nbaeeeennnes XV
DAFTAR SINGKATAN L.ttt ettt st e e st e e snte e e snbe e e ssaeeenneeeeneeeennes XVii
BAB 1 PENDAHULUAN ..ottt sttt sttt sneneans 1
1.1 Latar BEIAKANG ......oviiiiiiiiieeee et 1
1.2 RUMUSAN MASAIAN .....oveiiiiiiecieceee ettt nre e e 3
1.3 Pertanyaan Penelitian. ...........ocoiuiieiiiiii e 4
1.4 HIpOotesiS PENEIITIAN ....c..ocveeiieic ettt e re e nas 4
L5 TUJUAN PENEIITIAN ...t 4

L5 T Tujuan UmUIN .ottt e et et e et e e e e e e ettt e e e eaeenaees 4

1.5.2 Tujuan KRUSUS ... e e 4
1.6 Manfaat PENEITIAN .......coiiiiiiii ettt 4

1.6.1 Manfaat Pendidikan ... e 4

1.6.2 Manfaat Penelitian ...........cooiiiiiiiiii i e 5

1.6.3 Manfaat Penelitian ............ooiiiiiiiii e 5
A T Ta o e T 1T o T PSPPI 5
1.8 KerangKa KOMNSEP ....c.veiiiiiiiiiisiieie ettt bbbttt bbbt e s 6
BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA ..ottt ne e 7
2.1 KANEKSIA ..ottt ettt bt r et et 7
2.2 Kaheksia pada Kanker Part ............coit oot 7

iX

Universitas Indonesia



2.3 Inflamasi pada Kanker ........ ..o e e, 8

2.4 Mekanisme KANEKSIA ..........ooveiiiriiieiiieis e 8
2.4.1 Central Mediated Pathway ............ooooiiiiiiiii e, 9
2.4.2 Peripheral Pathway ..........ooiiiiiii e 11

2 1\ S 11
2422 1L — 6 oo e 11
2.4.2.3 MIOSEALII .o ettt et et ettt e e e et 13
2.4.2.4 IGF 1 (Insulin Growth Factor 1) ............oooiiiiiiiiiiii e, 13
2.4.3 Tumor Derived Factors ........oouiiiiiiii e aee e 14
2.4.3.1 LMF (Lipid Mobilizing Factor) dan ZAG (Zinc a Glycoprotein).............. 15
2.4.3.2 PIF (Proteolysis Inducing Factor) ...........c.ooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieie e 16

2.5 MikroRNA (MiRINA) ...t e 18
2.5.1 Biogenesis mikroRINA ... 19
2.5.2 Fungsi miKroRINA ... . e 22
2.5.3 Keluarga miRNA Spesifik terhadap Otot ............ooiiiiiiiiiiiiiiii e, 22
2.5.4 Peran myomiR dalam Metabolisme Otot ... ..........ccoeiiiiiiiiiiiiiiiie i, 25
2.5.5 Peran myomiR — 206 dalam Metabolisme Otot ..........cccevevinveriniiiriniiieennnnnn. 27

2.5.5. 1 DNA POl O T oo e e e 28
2.5.52Pax3 dan PaxT ... 28
2. 5. 5. 3 CXRA D 29
2554 Utrndan Fstll ..o 29
2. 5. 5. 5 HDAC ..o e 29

BAB 3 METODE PENELITIAN ...ooiiiiiii ettt 30

3.1 DeSAIN PENEILIAN .....cviiiiiiiiie ettt 30

3.2 Tempat dan Waktu Penelitian .........c.ccccoveiiiiiiicce e 30

3.3 Populasi dan Sampel Penelitian ..............cooiiiiis riiiiiiieeieeceeeee e 30

3.4 Kriteria Pemilihan Subyek Penelitian............ccoooiiiiiiiiiiceee s 30

3.5 SUMDET Data ..ot e 30

3.6 Besar SAmPel ... e 30

3.7 Definisi Operasional .........couiiiiiiiiii e e 31

3.8 Bahan dan Alat ... 31
3. 8.1 Bahan ... 31
382 Al e 32

X

Universitas Indonesia



3.9 Cara Penelitian . .....oooiriiie e 32

3.9.1 Pengambilan Sampel ........c.ooiiiiii e 32

3.9.2 Analisis Biochemical ............oouiiiiiiiiii 32

3.9.3 Pembuatan SeIrUM .......oouiiniitiiit ettt ettt et et e 32

3.0.4 I501as] RN A ..o o 32

3.9.5 Micro RNA Reverse TranSCription ..........ocoeeuieinieiiieieeiieeieeieeeaeennn, 33

3.9.6 Real Time Quantitative PCR MIRNA —206 ......cccooiiiiiiiiiiiii i, 33
3.0 Etik Penelitian ......oo.oiniii it e e e 34
3.11 Rencana Pengolahan dan Analisis Data ..............ccooiiiiiiiii i, 34
By = R o N TSR 35
4.1 Gambaran Clinicopathology pada Pasien Kanker Paru...........c.ccooeoeieienieniininicnciecns 35
4.2 Perbedaan kadar CRP, Hemoglobin dan Albumin antara IL-6 < 12,5 pg/mL dengan

IL-6 > 12,5 pg/mL pada Pasien Kanker Paru..............ccoviiiiiiiiiiiiiiineeeiii, 35
4.3 Perbedaan Kadar Hemoglobin, Albumin, IL-6 dan CRP antara Pre Kaheksia dengan

Kaheksia pada Pasien Kanker Paru...............oooouiiiiiiiiiiiiii e 36
4.4 Ekspresi MyomiR-206 antara Pre Kaheksia dengan Kaheksia pada Pasien Kanker

T 38
4.5 Hubungan Ekspresi MyomiR—206 dengan IL-6 pada Pasien Kanker Paru.................. 39
BAB 5 PEMBAHASAN ..ottt sttt sttt na e neere e 40
5.1 Gambaran Clinicopathology pada Pasien Kenker Paru ...........cccccoceeviniiniiininninincnnns 40
5.2 Perbedaan kadar CRP, Hemoglobin dan Albumin antara IL-6 < 12,5 pg/mL dengan

IL-6 > 12,5 pg/mL pada Pasien Kanker Paru...............c.coiiiiiiiiiiiiiieeeeas 41
5.3 Perbedaan Kadar Hemoglobin, Albumin, IL-6 dan CRP antara Pre Kaheksia dengan

Kaheksia pada Pasien Kanker Paru.............coooiiiiiiiiiiiiiiieie e 42
5.4 Ekspresi MyomiR—206 antara Pre Kaheksia dengan Kaheksia pada Pasien Kanker

e | PSPPI 42
4.5 Hubungan Ekspresi MyomiR—206 dengan IL-6 pada Pasien Kanker Paru................. 44
5.5 Keterbatasan Penelitian .............ooooiiiiiiiiii e 44
BAB 6 KESIMPULAN DAN SARAN ..ottt 46
6.1 KESIMPUIAN ...t e b e e s b e e beesrneesbeeabeesree s 46
5.2 SAIAINN ...ttt ettt b Rt bt e R et bt e R et e bt e Re e b e e b e e e b e e nneeanreenneas 46

Universitas Indonesia



DAFTAR PUSTAKA .o 47

LAMPIRAN ...........
ARTIKEL PENELITIAN

RIWAYAT HIDUP

xii
Universitas Indonesia



DAFTAR TABEL

Tabel 4.1. Gambaran Clinicopathology Pasien Kanker Paru.......................ocooiiinn. 35
Tabel 4.2. Perbedaan kadar CRP, Hemoglobin dan Albumin antara IL-6 < 12,5 pg/mL
dengan IL-6 > 12,5 pg/mL pada Pasien Kanker Paru ......................cooeeeeen. 36
Xiii

Universitas Indonesia



Gambar 2.1.
Gambar 2.2.
Gambar 2.3.
Gambar 2.4.
Gambar 2.5.
Gambar 2.6.
Gambar 2.7.
Gambar 2.8.
Gambar 2.9.

Gambar 2.10.
Gambar 2.11.

Gambar 2.12.
Gambar 2.13.
Gambar 2.14.

Gambar 2.15

Gambar 2.16.
Gambar 2.17.

Gambar 4.1.

Gambar 4.2.

Gambar 4.3.

Gambar 4.4.

Gambar 4.5.

Gambar 4.6.

DAFTAR GAMBAR

Mekanisme kanker kaheksia...............ocoooiiiiiii i 9
Mekanisme respon terhadap lapar (a) dan kanker kaheksia (b)................. 10
Efek IL — 6 terhadap kejadian kaheksia..................ccooooiiiiiiia, 11
Jalursinyal IL 6. ..o 12
APROIEN L B.. e 13
Jalur sinyal miostatindan IGF L., 14
Mekanisme kontrol dari TAG /TG dari LMF, ZAG dan TNF a............... 15
Jalur induksi ubiquitin — ProteoSOM.........c.ooiiiiiiii e 17
Mekanisme katabolisme miofilamen padaotot..............................l. 18
Jalur Biogenesis MIKIoORNA . ... ..o, 22

Sekuen, situs ekspresi dan lokasi dari MyomiRs pada tiga kromosom yang

DEIDEOA. ... e 23
Struktur Kluster gen myomiRs pada genom manusia....................ccoo.e.e. 23
Ketiga Kkluster bicistronik pada miRNA spesifik otot.............................. 24
Mekanisme kerja myostatin dalam pertumbuhan dan diferensiasi otot4....... 26
Peran miRNA dalam metabolisme otot................coooiiiiiiiiiii 27
Peran myomiR — 206 dalam perkembangan otot............................o.ll. 28
Peran miRNA 206 secara mekanisme molekuler dalam perkembangan

7] I 0| P 29
Perbedaan kadar hemoglobin antara pre kaheksia dengan kaheksia pada

pasien Kanker Part..........ooouiiiiii i e 36
Perbedaan kadar albumin antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien
KANKEr PAIU. .. ...t 37
Perbedaan kadar IL—6 antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien

KANKEr PAIU. ...t e e 37
Perbedaan kadar CRP antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien

KANKEE PAIU. ...t e e 38
Ekspresi myomiR—206 antara pre kaheksia dan kaheksia pada pasien kanker
0L PRSP 39

Hubungan ekspresi myomiR—206 dengan IL-6 pada pasien kanker paru......39

Xiv
Universitas Indonesia



AA
ACTH
ActRIIB
AGO
AgRP
ALK 4
APP
APR
ARC
BAT
cAMP
CART
COPD
cPLA,
CRP
Cx 43
elF2a
ERK
ERK
FoxO
Fstl
GDF 8
HDAC4
HDL
HETE
HF
HSL
IGF 1
IKKp
IL1

IL 6
IMT
iNOS
JAK
INK
LMF
LOX
LPL

m TOR
MAPK
MEF2
miRNA
MuRF 1
NADPH
NEFA
NF«B
NPY
NPY

DAFTAR SINGKATAN

: Asam Arachidinic

: Adreno Cortico Tropic Hormone

. Activin Receptor 11 B

: Argonaute

: Agouti Related Peptide

: Activin receptor Like Kinase 4

: Acute Phase Protein

: Acute Phase Response

: Arcuate Nukleus

: Brown Adipose Tissue

: Adenyl Mono Phospate

: Cocaine and Amphetamine Related Transcript
: Chronic Obstructive Pulmonary Disease
: Phospolipase A,

: C Reaktive Protein

: Conexin 43

: Eukariotic Initiation Factor 2a

: Extracellular Regulated Kinase

: Extracellular Regulated Kinase

: Forkhead Box O

: Follistatin-like

: Growth Differentiation Factor 8

: Histone Deacetylase 4

: High Density Lipid

: Hydroxy Eicosate Tetra Enoic acid
: Heart Failure

: Hormon Sensitive Lipase

- Insulin Growth Factor 1

: Inhibitor kB Kinase

- Inter Leukin 1

. Interleukin 6

. Indeks Massa Tubuh

- inducible Nitric Synthase

: Janus Kinase

: C Jun NH2 terminal Kinase

: Lipid Mobilizing Factor

: Lipo Oxygenase

: Lipo Protein Lipase

: Mammalian Target Of Rapamycin
: Mitogen Activated Protein Kinase
: Myocyte Enhancer Factor 2

> micro inhibitory RNA

: Muscle Ring Finger 1

: Nikotinamide Adenin Dinukleotida Phospate
: Non Esterified Fatty Acid

: Nucleus Factor x B

- Neuro Peptide Y

: Neuropeptide Y

XV
Universitas Indonesia



PAX 3 : Paired box 3

PAX 7 : Paired box 7

PDE3B : Phospo Di Ester 3B

PI3K : Phospo Inositide 3 Kinase

PIF : Proteolysis Inducing Factor
PKA : Protein Kinase

PKC : Protein Kinase C

PKR : Protein Kinase RNA dependent
PL : Phospolipid

PLIN : Perilipin

POL a : Polymerase a

POMC : Pro Opio Melano Cortin

PTEN : Phosphatase and Tensinhomolog
RISC : RNA-Induced Silencing Complex
ROS - Reaktif Oxygen Species

SAA : Serum Amyloid A

SRF : Serum Response Factor

STAT : Signal Tansducer and Activator of Transcription
TAG : Triacylglycerols

TDF : Tumor Derifat Factor

TGF B : Tumour Growth Factor 3

TNF o : Tumor Necrotic Factor a

UPP : Ubiquitin Proteosome Pathway
UPP : Ubiquitin Proteosome Pathway
Utrn : Utrophin

YY1 :Yin Yang 1

ZAG : Zinc o, Glycoprotein

al AGP : ol Acid Glyco Protein

XVi
Universitas Indonesia



BAB 1
PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang

Kanker paru merupakan kanker yang paling banyak dijumpai sebagai salah satu
penyebab kematian. Berdasarkan data American Cancer Society 2015 menunjukkan bahwa
angka kematian akibat kanker paru cukup besar yaitu 162.460 kasus kematian dari 240.390
kasus kanker paru.® Kanker paru merupakan kanker yang mempunyai tingkat survival yang
rendah dan angka kekambuhan yang cukup tinggi setelah dilakukan tindakan operasi.?
Kaheksia merupakan kondisi patologi dari banyak penyakit diantaranya kanker, COPD
(Chronic Obstructive Pulmonary Disease), sepsis dan gagal jantung. Namun dari sejumlah
penyakit ternyata kanker mempunyai tingkat yang tinggi untuk terjadinya kaheksia yaitu 90
% dari populasi penderita kanker, meskipun kanker memiliki jumlah angka kesakitan yang
lebih rendah dibanding dengan COPD dan HF (Heart Failure). Angka kematian akibat
kaheksia pada kanker berkisar 20-60 % dari jumlah penderita kaheksia pada tahun pertama.
Hal ini menununjukkan bahwa kanker penyebab terbesar yang menyebabkan kaheksia
dengan tingkat mortalitas yang tinggi.> Berdasarkan kriteria the SCRINIO international
cancer cachexia working group, kaheksia pada kanker di kelompokkan menjadi 2 yaitu pre
kaheksia dan kaheksia. Pada kelompok pre kaheksia persentase penurunan berat badan <
10% sedangkan kelompok kaheksia persentase penurunan berat badan > 10%.*

Kaheksia pada kanker adalah kelainan kondisi metabolik komplek yang ditandai
dengan hilangnya massa otot rangka, dengan manifestasi klinis berupa penurunan berat badan
yang progresif, penurunan kekuatan otot, kelelahan, anoreksia dan hasil laboratorium yang
abnormal seperti peningkatan marker inflamasi diantaranya IL-6 (Interleukin 6) dan CRP
(C Reaktive Protein), anemia, hipoalbumin, sehingga menyebabkan berkurangnya kualitas
hidup dan berdampak menurunnya angka harapan hidup.’

Kaheksia pada kanker dipengaruhi oleh kondisi lingkungan mikro dan respon sel
kanker dimana komponen microenvironment yang berperan adalah sitokin (IL-6, TNF o
(Tumor Necrosis Factor o) dan myostatin), sedangkan komponen respon sel kanker yang
berperan diantaranya PIF (Proteolysis Inducing Factor) dan LMF (Lipid Mobilizing
Factor). Namun Mekanisme terjadinya kaheksia pada kanker sampai saat ini masih belum

jelas. Banyak faktor yang mempengaruhi perubahan protein pada otot dan lemak. Atrofi otot
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dapat terjadi melalui aktivasi sistem proteolysis dan hilangnya protein kontraktil dan organel,
hal ini dapat terjadi pada kanker, obesitas, sepsis, gagal jantung dan proses penuaan. Aktifasi
proteolysis yang mengakibatkan atrofi otot dapat melalui sistem ubiquitin—proteasome
dengan peningkatan konjugasi ubiquitin dengan protein otot, peningkatan aktifasi
proteosomal ATP dependent, peningkatan protein breakdown oleh protein inhibitor, regulasi
transkripsi ubiquitin. Selain itu proses proteolysis dapat pula melalui autophagy lisosom
system, signaling pathway regulating muscle atrophy (IGF-1, Akt, FoxO, myostatin dan
glukokortikoid), inflamasi sitokin dan NfKB, crosstalk miostatin dan Akt. Sedangkan
hambatan pada proses proliferasi dan differensiasi otot dapat melalui aktifasi jalur JAK
(Janus Kinase) /STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) serta jalur Ras—
Raf-MEK-ERK (Extracellular Regulated Kinase). Sitokin khususnya IL-6 juga berperan
sebagai mimic leptin di hipotalamus yang akan menekan ghrelin dan NPY (neuropeptide Y)
sehingga menyebabkan anoreksia. IL-6 juga menyebabkan kaheksia melalui mekanisme
lipolysis dengan meningkatkan proses pemecahan BAT (Brown Adipose Tissue). Dengan
demikian IL—6 dapat dijadikan biomarker dalam penentuan prognosis penyakit. .’

Selain mekanisme diatas khususnya IL-6 juga berperan dalam meningkatkan APP
(Acute Phase Protein) oleh hepatosit seperti SAA (Serum Amyloid A) dan CRP serta
menurunkan APP seperti albumin dan transferrin.® Oleh karena itu IL-6 memberikan
implikasi pada beberapa target organ seperti otot, lemak, saluran pencernaan dan hati, yang
kesemuanya dapat menyebabkan terjadinya kaheksia yang meliputi atrofi otot, kehilangan
lemak, hipoalbuminemia dan anemia. Hambatan IL—6 pada beberapa model tikus yang dibuat
kanker menunjukkan hambatan terhadap kaheksia. °

Peran miRNA dalam atrofi dan kehilangan otot masih diperdebatkan. Sejumlah protein
dari otot dapat digunakan untuk menghasilkan energi selama proses katabolisme berlangsung.
Seperti diketahui bahwa massa otot rangka sangat dipengaruhi oleh keseimbangan antara
sintesis protein dan degradasi protein. Atrofi otot dikontrol oleh jalur signal yang spesifik dan
faktor transkripsi gen yang mengatur perubahan pada otot yang dinamakan atrofi related gen
atau atrogenes. MiRNA berperan dalam mengontrol ekspresi gen dan menekan translasi yang
menyebabkan degradasi mMRNA. Peran miRNA dalam proses fisiologi otot diantaranya proses
myogenesis, perubahan otot dan regenerasi. MiRNA yang diekspresikan di dalam otot dikenal
dengan sebutan myomiRs. Beberapa myomiRs yang telah ditemukan diantaranya miRNA-1,
MiRNA-133a, mMiRNA-133b, miRNA-206, miRNA-208, miRNA-208b, miRNA-486, dan
MIRNA-499. MyomiRs tersebut banyak diekspresikan pada otot rangka dan otot jantung,
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dibandingkan dengan myomiRs lainnya, sedangkan myomiR-206 diekspresikan secara
konsisten di otot rangka.**

Deregulasi ekspresi myomiR—206 berhubungan dengan kondisi patologis. Hambatan
myomiR—206berhubungan dengan atrofi otot. Seperti diketahui myomiR-206 dapat
mempengaruhi PAX 3 (Paired box 3)/PAX 7 (Paired box 7) yang berperan dalam perubahan
progenitor sel otot menjadi myoblast. mMiRNA juga mempengaruhi POL a (polymerase a),
HDAC4 (Histone Deacetylase 4) dan Utrn (Utrophin) yang berperan pada perubahan
myoblast menjadi differentiated myoblast. Selain itu myomiR—206 juga mempengaruhi Cx 43
(Conexin 43) dan Fstl (Follistatin—like) yang berperan pada perubahan differentiated
myoblast menjadi myofiber. Secara umum myomiR-206berperan dalam differensiasi
myoblast dan regenerasi otot'? **

. MiRNA merupakan single strand dan non coding RNA dengan panjang 18-25
nukleotida yang dapat memberikan regulasi negatif terhadap ekspresi mRNA sehingga
menyebabkan degradasi mRNA atau penghambatan proses translasi. Oleh karena itu
perubahan ekspresi miRNA pada jaringan otot dapat mengubah metabolisme di dalamnya.™
MiIRNA dapat ditemukan secara stabil di dalam cairan tubuh diantaranya air liur, urin, air
susu dan darah. miRNA bisa stabil didalam cairan tubuh karena terbungkus kedalam
exosomes atau microvesicles. Selain itu miRNA dapat terikat dengan HDL (High Density
Lipid) atau terikat dengan protein AGO (Argonaute). Hal ini yang menyebabkan miRNA
tidak terdegradasi dan stabil dalam cairan tubuh.*®

Seperti diketahui bahwa ekspresi dari miRNA sangat tergantung pada jenis jaringan,
kondisi metabolik dan penyakit. Beberapa penelitian menunjukkan proses inflamasi pada
jaringan lemak dan otot dapat mempengaruhi ekspresi dari miRNA.® Hambatan pada
miRNA-1, miRNA-133 dan miRNA-206 oleh sitokin dapat menyebabkan degenerasi pada
otot.*’

Dengan tingginya angka kejadian kaheksia pada kanker paru, maka diperlukan studi
pendahuluan untuk melihat hubungan antara kaheksia dengan myomiR-206 dan kaitanya
dengan IL—6 pada pasien kanker paru di rumah sakit kanker Dharmais.

1.2 Rumusan Masalah

Banyak faktor yang mempengaruhi terjadinya kaheksia baik melalui mekanime
sentral yang menyebabkan anoreksia maupun mekanisme perifer melalui proses proteolysis
dan lipolysis. Salah satu tanda kaheksia yang sangat menonjol diantaranya terjadi penurunan

berat badan > 10%. Hal ini salah satunya disebabkan karena penurunan massa otot akibat
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proses proteolysis. Seperti diketahui bahwa salah satu yang mempengaruhi regulasi otot
adalah peran myomiR-206. Namun sampai saat ini belum diketahui secara pasti mekanisme
hubungan terjadinya kaheksia dengan peran myomiR-206. Untuk itu sebagai studi
pendahuluan perlu dilihat bagaimana gambaran ekspresi myomiR—-206 pada pasien kanker

paru yang mengalami kaheksia dan kaitannya dengan IL-6.

1.3 Pertanyaan Penelitian
Apakah terdapat perbedaan ekspresi myomiR—206 pada pasien kanker paru yang

mengalami kaheksia dan berkaitan dengan IL-6?

1.4 Hipotesis Penelitian
Terdapat perbedaan ekspresi myomiR—206 pada pasien kanker paru yang mengalami

kaheksia dan berkaitan dengan IL-6.

1.5  Tujuan Penelitian
1.5.1 Tujuan Umum
Menganalisis ekspresi myomiR-206 pada pasien kanker paru yang mengalami

kaheksia dan kaitannya dengan IL-6.

1.5.2 Tujuan Khusus

1. Menganalisis gambaran clinicopathology (umur, jenis kelamin, histologi dan
pengobatan) pada pasien kanker paru

2. Menganalisis perbedaan kadar CRP, Hemoglobin dan Albumin antara IL-6 < 12,5 pg/mL
dengan IL-6 > 12,5 pg/mL pada pasien kanker paru

3. Menganalisis ekspresi myomiR-206 antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien
kanker paru.

4. Menganalisis hubungan myomiR—-206 dengan IL—6 pada pasien kanker paru

1.6 Manfaat Penelitian
1.6.1 Manfaat Pendidikan

Jika terdapat perbedaan ekspresi myomiR-206 pada pasien kanker paru yang
mengalami kaheksia dan berkaitan dengan IL-6, maka dapat digunakan sebagai tambahan

referensi ilmu dalam pendidikan
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1.6.2 Manfaat Penelitian

Jika terdapat perbedaan ekspresi myomiR—-206 pada pasien kanker paru yang

mengalami kaheksia dan berkaitan dengan IL-6, maka dapat dilakukan penelitian lebih lanjut

diantaranya pemeriksaan myomiR-206 melalui urin atau air liur agar memudahkan

pemeriksaan.

1.6.3 Manfaat Pelayanan

Jika terdapat perbedaan ekspresi myomiR-206 pada pasien kanker paru yang

mengalami kaheksia dan berkaitan dengan IL-6, maka dapat digunakan untuk penanganan

kaheksia yang lebih paripurna dan prognosisnya

1.7 Kerangka Teori
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1.8  Kerangka Konsep
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Kaheksia

Kaheksia berasal dari bahasa Yunani yaitu kakos dan hexis yang mempunyai makna
kondisi buruk. Kaheksia merupakan syndrom metabolik komplek yang berhubungan dengan
penyakit yang ditandai dengan berkurangnya massa otot dengan atau tanpa berkurangnya
massa lemak. Kaheksia merupakan kondisi patologi dari banyak penyakit diantaranya kanker,
COPD, sepsis dan gagal jantung. Namun dari sejumlah penyakit ternyata kanker mempunyai
tingkat yang tinggi untuk terjadinya kaheksia yaitu 90% dari populasi penderita kanker,
meskipun kanker memiliki jumlah angka kesakitan yang lebih rendah dibanding dengan
COPD dan HF. Angka kematian akibat kaheksia pada kanker berkisar 20-60% dari jumlah
penderita kaheksia pada tahun pertama. Hal ini menununjukkan bahwa kanker penyebab
terbesar yang menyebabkan kaheksia dengan tingkat mortalitas yang tinggi.® *®

Kaheksia pada kanker menyebabkan manifestasi klinis berupa anorekia, kelelahan,
penurunan berat badan akibat berkurangnya lemak dan otot. Selain kondisi Klinis
pemeriksaan labaratorium menunjukkan penurunan albumin dan hemoglobin namun terjadi
peningkatan pada IL-1 (Inter Leukin 1), IL-6, TNF o.*®

Terdapat 3 tingkatan kaheksia yaitu pre kaheksia (penurunan berat badan < 10 %
tetapi belum menimbulkan komplikasi yang serius), kaheksia (terjadi penurunan berat badan
yang progresif namun masih potensial untuk diobati), kaheksia refraktori (kaheksia yang
tidak berespon lagi dengan pengobatan). Timbulnya kaheksia bersifat multifaktor namun
salah satunya peran mikro environtment yang dapat menyebabkan terjadinya lipolisis dan

proteolisis.®

2.2 Kaheksia pada Kanker Paru

Penyakit kanker merupakan salah satu penyebab kematian utama di seluruh dunia.
Kanker paru merupakan kanker yang paling banyak dijumpai sebagai salah satu penyebab
kematian. Berdasarkan data American Cancer Society 2015 menunjukkan bahwa angka
kematian akibat kanker paru cukup tinggi yaitu 162.460 kasus kematian dari 240.390 kasus
kanker paru. Kanker paru paling sering ditemukan pada laki-laki dewasa dengan usia lebih

dari 40 tahun. Lebih dari 80% berhubungan dengan merokok, baik aktif maupun pasif.
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Kanker paru adalah penyakit keganasan berasal dari sel epitel saluran napas bagian bawah,
atau penyebaran tumor dari organ lain (metastasis). Secara garis besar kanker paru terbagi
menjadi 2 yaitu small cell (13%) or non-small cell (83%)." Keluhan dan gejala penyakit ini
tidak spesifik, seperti batuk darah, sesak napas, sakit dada, berat badan menurun, nafsu
makan hilang dan gejala lain yang juga dapat dijumpai pada jenis penyakit paru lain.
Penernuan dini penyakit ini berdasarkan keluhan saja jarang terjadi, biasanya keluhan yang
ringan terjadi pada mereka yang telah memasuki stadium Il dan Ill. Di Indonesia kasus
kanker paru terdiagnosis ketika penyakit telah berada pada stadium lanjut.*

2.3 Inflamasi pada Kanker

Sampai saat ini kanker begitu sulit untuk disembuhkan, begitu banyak hipotesis atau
teori tentang terjadinya kanker diantaranya kanker disebabkan karena virus, kelainan
kromososm, mutasi somatik, mutasi multiple akumulasi, immunologi surveilence, luka yang
tidak sembuh, mekanisme non mutagenik dan lainnya. Namun demikian secara umum dapat
dikatakan bahwa kanker merupakan sel yang tumbuh secara progresif dan tidak terkontrol
akibat mutasi pada gen yang mengontrol pertumbuhan dan defferensiasi sel, dimana mutasi
terjadi akibat terlepasnya kontrol dari sistem imun. Seperti diketahui bahwa penyebab
timbulnya kanker diantaranya adalah akibat proses inflamasi yang berkelanjutan. Proses
inflamasi melibatkan peran onkogen dan tumor supresor gen. Dimana onkogen akan
teraktifasi pada tahap awal inflamasi sehingga terjadi pertumbuhan cepat dari sel sedangkan
tumor supressor gen akan teraktifasi pada tahap akhir dari sebuah inflamasi. Pada sel kanker,
onkogen secara terus menerus teraktifasi, sehingga terjadi pertumbuhan sel yang tidak
terkendali. Proses inflamasi yang terus menerus melibatkan molekul — molekul pro inflamasi
seperti IL 1, IL 6, TNF a dan growth factor.?

2.4 Mekanisme Kaheksia

Mekanisme terjadinya kaheksia pada kanker bersifat multifaktorial. Secara umum
kaheksia melibatkan 3 komponen yaitu tumor/kanker, host dan microenvironment. Tumor
dapat menyebabkan terjadinya lipolisis dan proteolysis melibatkan TDF (Tumor Derifat
Factor) yaitu LMF (Lipid Mobilizing Factor) dan PIF (Proteolysis Inducing Factor). Selain
itu tumor dapat menginvasi jaringan syaraf dan mengaktifasi astrosit sehingga menyebabkan
lipolisis dan proteolisis. Sedangkan komponen microenvironment tumor seperti 1L-1, IL-6,
TNF a, IFN y dapat menyebabkan lipolisis dan proteolisis melalui 2 jalur yaitu peripheral

pathway dan central mediated pathway. Peripheral pathway melibatkan proses lipolisis,
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degradasi protein dan insulin resisten, central mediated pathway melibatkan peran
hipotalamus dengan mekanisme terjadinya anoreksia dan katabolisme. Host sendiri dapat
menyebabkan kaheksia karena faktor mekanik diantaranya disfagia, mual, muntah, nyeri dan
susah buang air besar.® Lihat gambar 2.1

Tumor Host

Tumor microenvironment

Tumor-derived

factors Mechanical factors

Lipid mobilizing Proteolysis- Dysphagia/odynophagia
factor inducing factor Nausea/vomiting

| | Pancreatic insufficiency

Pain

Lipolysis Proteolysis Constipation

Bowel obstruction
Pro-inflammatory cytokines
IL-1, IL-6, TNF-a, IFN-y

Neural invasion / \

l Peripheral pathways Centrally-mediated
| pathways
Astrocyte
activation I |
I Lipolysis Hypothalamus
Lipolysis ‘ : : :
ROy Protein degradation/ NPY/AgRP orexigenic pathway
Proteinolysis proteolysis POMC/CART anorexigenic
" g th
Insulin resistance Sy
/ \ Sympathetic nervous system
Anorexia Catabolism
Lipolysis/

thermogenesis in
brown adipose
tissue

Gambar 2.1 Mekanisme kanker kaheksia®

2.4.1 Central Mediated Pathway
Central mediated pathway merupakan proses terjadinya kaheksia yang melibatkan
susunan syaraf pusat yaitu hipotalamus melalui hormon dan mediator. Seperti diketahui

bahwa regulasi kebutuhan makanan dan energi sangat dipengaruhi oleh integrasi hipotalamus
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dengan sinyal luar pada status jaringan lemak, proses pencernaan dan kondisi metabolisme
tubuh. Beberapa sinyal luar seperti leptin yang menghambat pengambilan energi dan ghrelin
yang menstimulasi pengambilan energi sangat mempengaruhi dalam pengaturan kebutuhan
akan energi. Di dalam hipothalamus, ARC (Arcuate Nukleus) yang menerima informasi dari
luar dapat mengaktifasi atau menghambat POMC (Pro Opio Melano Cortin)/CART
(Cocaine and Amphetamine Related Transcript ) and NPY (Neuro Peptide Y) / AgRP
(Agouti Related Peptide) neurons. Ketika kondisi kekurangan energy, orexigenic NPY/AgRP
teraktifasi dan anorexigenic POMC/CART dihambat sehingga terjadi peningkatan energi.
Ketika energi berlebih orexigenic NPY/AgRP dihambat dan anorexigenic POMC/CART
teraktifasi. Pada kanker faktor—faktor kaheksia seperti sitokin memberikan efek pada
keseimbangan energi, dimana sitokin berperan sebagai zat yang mirip sebagai leptin ( mimic
leptin ) yang akan menekan sinyal orexigenic Ghrelin—-NPY/AgRP dan mengaktifasi
anorexigenic POMC/CART.” Lihat gambar 2.2

Starvation
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Gambar 2.2 Mekanisme respon terhadap lapar (a) dan kanker kaheksia (b).’
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2.4.2 Peripheral Pathway

Peripheral pathway merupakan proses terjadinya kaheksia akibat lipolisis, degradasi
protein dan insulin resisten dengan melibatkan komponen IL-1, IL-6, TNF o, miostatin dan
IGF-1.
2.4.2.1 TNF a

Sitokin ini berperan pada proses lipolisis dan proteolisis. Pada proses lipolisis, sitokin
ini menghambat proses deferensiasi dari sel adiposit sehingga mengganggu proses
lipogenesis. Sedangkan pada proses proteolisis, sitokin ini dapat menyebabkan degradasi
protein melalui aktifasi dari ROS (Reaktif Oxygen Species) dengan meningkatkan iNOS
(inducible Nitric Oxide Synthase) yang dapat menghambat proses myogenesis melalui jalur
NF«kB (Nucleus Factor x B). Selain itu sitokin ini dapat pula meningkatkan termogenesis
dengan memobilisasi lemak dan protein. Secara umum sitokin yang terus menerus diproduksi

dapat menyebabkan terjadinya kaheksia.?*

2422 1L-6

IL-6 muncul sebagai sitokin yang terlibat dalam terjadinya kaheksia pada beberapa
kanker, IL-6 memberikan implikasi pada beberapa target organ seperti otot, lemak, saluran
pencernaan dan hati, yang kesemuanya dapat menyebabkan terjadinya proses terjadinya
kaheksia yang meliputi atrofi otot, kehilangan lemak, hipoalbuminemia dan anemia.
Hambatan IL-6 pada beberapa model tikus yang dibuat kanker menunjukkan hambatan

terhadap terjadinya kaheksia.’ Lihat Gambar 2.3.
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Gambar 2.3. Efek IL-6 terhadap kejadian kaheksia’

IL-6 dihasilkan oleh beberapa sel diantaranya sel B, sel T, monosit, fibroblast,
keratinosit, sel endotel, sel mesangial, sel lemak dan beberapa sel tumor. IL-6 dapat
memberikan efek biologi melalui 2 molekul yaitu IL-6R (dikenal juga sebagai IL-6Ra., gp 80
atau CD 26) dang p 130 (dikenal juga sebagai IL-6Rp atau CD130). Ikatan antara IL-6, IL—
6R dan gp130 akan mengaktifkan jalur JAK/STAT dan jalur raf-MEK-ERK.? Lihat gambar

2.4
IL-6

IL-6R
ﬂ op130

Raf
STAT3 ¢

MEK

¥

Peningkatan plasma IL-6 menunjukkan penurunan berat otot gastrocnemius pada

Gambar 2.4 Jalur sinyal 1L-6.°

tikus transgenic®* dan terjadi atrofi pada otot C2C12, dimana IL—6 merupakan mediator dari

Universitas Indonesia



13

proses proteolysis dari otot melalui kedua jalur tersebut.? Penelitian lain menunjukkan level
yang rendah dari IL—6 dapat meningkatkan aktifasi regenerasi sel satelit dan myotubes.
APR (Acute Phase Response) merupakan respon inflamasi yang berhubungan
dengan infeksi, luka, keganasan dan factor lainnya. APR menyebabkan demam, peningkatan
permebilitas pembuluh darah dan produksi APP oleh hepatosit.®*’

meningkatkan acute phase protein seperti SAA (Serum Amyloid A), CRP, al AGP (al Acid

pemberian IL-6 dapat

Glyco Protein), al-antichymotrypsin, haptoglobin, al-antitrypsin, fibrinogen, complement
component C3 and caeruloplasmin, dengan respon yang sangat cepat pada SAA dan CRP.
Dan menurunkan APP, seperti albumin, transferrin, transthyretin dan retinol-binding

protein.®?® Lihat gambar 2.5
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Gambar 2.5 APR oleh IL-6.°

2.4.2.3 Miostatin

Miostatin diproduksi dan disekresi oleh sel otot, dikenal juga sebagai GDF 8
(Growth Differentiation Factor 8) yang merupakan kelompok TGF B (Tumour Growth
Factor [5). Miostatin merupakan sitokin ekstraseluler yang berikatan dengan aktivin reseptor
yaitu ActRIIB (Activin Receptor Il B) yang menghambat proses deferensiasi dan proliferasi
dari mioblas. Actifin reseptor merupakan transmembran threonin/serin kinase yang dibagi
dalam 2 tipe yaitu ALK 4 (Activin receptor Like Kinase 4)/ALK 5 dan ActRIl. Aktifasi
miostatin melalui kedua komplek reseptor ini.”® Lihat gambar 2.6

Miostatin berikatan dengan ActRIIB dapat mengaktifasi Smad 2/3 menjadi Smad 2/3
yang terphosporilasi untuk berikatan dengan Smad 4 yang akan menghambat gen transkripsi

yang bertanggung jawab pada proses miogenesis. Selain itu ikatan miostatin dengan reseptor
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dapat mengaktifasi jalur lain yaitu jalur MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), Ras—
Raf-MEK 1-ERK % (Extracellular Regulated Kinase) yang akan menghambat proses
miogenesis. Selain itu miostatin akan menghambat IGF-1 (Insulin Growth Factor—1) dengan
menghambat proses fosforilasi dari Akt sehingga mengaktifkan FoxO (Forkhead box O)
kemudian meningkatkan Atrogin 1 dan MuRF 1 yang berperan pada proses UPP ( Ubiquitin
Proteosome Pathway ). Seperti diketahui bahwa fosforilasi Akt dapat mengaktifkan m TOR
(Mammalian Target Of Rapamycin) yang berperan pada sintesis protein.® Lihat gambar 2.6

2.4.2.4 IGF-1 (Insulin Growth Factor-1)

IGF-1 merupakan salah satu positif regulator dari pertumbuhan otot. Pada insulin
yang sensitif, ikatan insulin di reseptornya dapat meningkatkan aktifitas PI3K (Phospo
Inositide 3 Kinase) sehingga Akt akan terfosforilasi. Akt yang terfosforilasi akan
menghambat FoxO dan menurunkan transkripsi dari Atrogin 1 dan MuRF 1 (Muscle Ring
Finger 1) dimana kedua protein tersebut berperan dalam E3 enzim (regulator UPP).
Penurunan Atrogin dan MuRF 1 dapat menurunkan aktifitas proteolitik. Namun sebaliknya
penurunan aktifitas PI3K dan Akt yang terfosforilasi olen miostatin dapat meningkatkan

proses proteolitik.> Lihat gambar 2.6
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Gambar 2.6 Jalur sinyal miostatin dan IGF 1.

2.4.3 Tumor Derived Factors

Tumor derived factors merupakan salah satu komponen yang mempengaruhi
terjadinya kaheksia pada kanker. Terdapat 2 komponen Tumor derived factors yang sering
dipelajari yaitu LMF/ZAG (Zinc a, Glycoprotein) dan PIF.*

2.4.3.1 LMF (Lipid Mobilizing Factor) dan ZAG (Zinc a, Glycoprotein)

LMF merupakan molekul dengan massa 70-75 kDa, yang bersifat asam dan
merupakan hasil konversi tripsin menjadi material dengan berat molekul rendah. LMF
resisten terhadap degradasi enzim proteolitik. Beberapa tumor memproduksi LMF yang dapat
menyebabkan berkurangnya lemak pada kaheksia.

ZAG merupakan molekul dengan massa 43 kDa, merupakan sequens dari asam amino

yang bersifat immunoreaktif. Asam lemak di simpan dalam jaringan lemak dalam bentuk
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TAG (Triacylglycerols). Enzim LPL (Lipo Protein Lipase) menghidrolisis asam lemak dari
plasma lipoprotein dan ditransport ke jaringan lemak untuk disintesis menjadi TAG. Lipolisis
dimediasi oleh hormon seperti epinephrin, glukagon dan ACTH (Adreno Cortico Tropic
Hormone) melalui mekanisme cAMP (Adenyl Mono Phospate). LMF dan ZAG menginduksi
proses lipolisis oleh mekanisme cAMP melalui stimulasi adenyl cyclase pada proses GTP
yang mengubah ATP menjadi CAMP. cAMP akan mengaktifasi PKA (protein kinase) untuk
mengubah satu molekul TAG menjadi tiga molekul NEFA (Non Esterified Fatty Acid) oleh
HSL (Hormon Sensitive Lipase) yang terfosforilasi. PKA juga memfosforilasi PLIN
(Perilipin) yang dapat merubah susunan lemak, sehngga memudahkan HSL untuk proses
hidrolisis TAG.**

Pada kasus kaheksia peran TNFa dalam proses lipolisis membutuhkan aktifasi MAPK
p44/42 dan JNK (c Jun NH2 terminal Kinase). Selain itu cAMP ditingkatkan dengan
menghambat PDE3B (Phospo Di Ester 3B). TNFa juga dapat menurunkan kadar LPL
sehingga terjadi hambatan dalam pembentukan TAG. *! Lihat gambar 2.7

TNF-a

| J:

5'AMP co3

Gambar 2.7 Mekanisme kontrol dari TAG /TG dari LMF, ZAG dan TNF ot
2.4.3.2. PIF (Proteolysis Inducing Factor)

PIF merupakan molekul glikoprotein dengan massa 24 kDa. PIF menghambat sintesis
protein dan meningkatkan degradasi protein miotub yang memiliki efek yang sama dengan
TNFa dan IFN y. Proses degradasi protein oleh PIF melalui peningkataan komponen dari
UPP (Ubiquitin Proteosome Pathway) pada miotub melalui aktifasi peningkatan faktor
transkripsi NFxkB. NFkB akan menghasilkan Atrogin 1 dan MuRF1 sehingga menyebabkan
degradasi protein oleh proteosom. Aktifasi NFkB dipengaruhi oleh aktifasi IKK (Inhibitor
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kB Kinase). IKK dipengaruhi oleh peningkatan ROS yang akan mendegradasi IxB. PIF
mengaktifasi ROS melalui aktifasi NADPH (Nikotinamide Adenin Dinukleotida Phosphate)
oksidase (NOX) oleh AA (Asam Arachidonic). AA dibentuk oleh Kkatalisasi cPLA,
(Phospolipase A) dari membran PL (Phospolipid)* Lihat gambar 2.8

NADPH sangat di pengaruhi oleh aktivasi dari PKC (Protein Kinase C) karena dapat
meningkatkan AA. Aktifasi PKC dapat meningkatkan AA setelah dikonversi menjadi 15
HETE (Hydroxy Eicosate Tetra Enoic acid) oleh 15 LOX (Lipo Oxygenase). Hambatan pada
15 LOX dapat mencegah atrofi otot. Seperti diketahui bahwa PIF menyebabkan PKR
(Protein Kinase RNA dependent) terfosforilasi, kemudian fosforilasi PKR akan menyebabkan
elF2a (Eukariotic Initiation Factor 2a) terfosforilasi sehingga terjadi hambatan pada proses
sintesis protein. Fosforilasi PKR juga dapat menyebabkan cPLA, terfosforilasi dengan
bantuan MAPK yang akan mengkatalisasi AA dari membran PL.*! Lihat gambar 2.8
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Gambar 2.8 Jalur induksi ubiquitin—proteosom.*
Proses degradasi protein melibatkan proses ubiquitinisasi dimana MuRF 1 dan

Atrogin berperan sebagai E3 yang akan berinteraksi dengan miosin sehingga terbentuk
komplek E3. Miosin. Kemudian melalui E2.Ub, E3.Miosin menjadi Miosin.Ub sehingga
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mengaktifkan proteosom untuk dipecah menjadi peptida dan oleh enzim TPPII (Tri Peptide

Peptidase 11) dipecah menjadi asam amino.* Lihat gambar 2.9

Myofilament

Amino Acids

Gambar 2.9 Mekanisme katabolisme miofilamen pada otot.**

2.5  MikroRNA (miRNA)

Berkembangnya pengetahuan di bidang teknologi biomolekuler pada dekade terakhir
memberikan dampak yang signifikan terhadap pemahaman kita mengenai pengaturan gen
pada perkembangan sel normal maupun pada berbagai penyakit, termasuk kanker. Telah
diketahui bahwa sel manusia normal mengekspresikan RNA (mRNA) yang merupakan
cetakan bagi translasi gen menjadi protein. Berbagai penelitian membuktikan bahwa sel
normal, di samping mengekspresikan RNA (mRNA) yang menyandi seperti disebut di atas,
juga mengekspresikan beribu-ribu molekul RNA fungsional yang tidak menyandi (non-
coding RNA). RNA non-coding ini disebut sebagai mikroRNA atau miRNA yang
ditranskripsikan dari sekuen RNA dan terbukti mempunyai fungsi regulasi dalam sel

normal 323
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MiRNA memiliki peran biologis untuk mengatur berbagai proses penting dalam
pertumbuhan, diferensiasi, apoptosis, proliferasi, penuaan dan proses seluler lain.3** Oleh
karena itu, diduga memegang peran pada mekanisme terjadinya kanker. Dari berbagai
penelitian, terbukti bahwa ekspresi abnormal miRNA dapat mempromosikan tumorigenesis,
metastasis, dan berbagai sifat kanker yang lain. miRNA dapat berperan sebagai oncogenes
atau tumor suppressor genes. Dengan diketahuinya ekspresi miRNA pada kanker diharapkan
dapat dijadikan salah satu bagian dari diagnostik dan biomarker prognostik dalam pengobatan
kanker.*® Penelitian bioinformatika dan microarray mengungkapkan bahwa satu miRNA
tunggal dapat berikatan dengan 200 gen sasaran, dan bahwa gen sasaran ini dapat berupa
faktor transkripsi, reseptor, faktor yang disekresikan maupun transporter. Diduga bahwa
miRNA mengontrol ekspresi sekitar sepertiga dari seluruh mRNA manusia.***

Salah satu peranan miRNA yaitu berperan penting dalam myogenesis. Ekspresi dari
miRNA pada otot dikenal dengan sebutan myomiRs yang berasal dari singkatan myo (otot)
dan miR (miRNA) yang artinya miRNA dalam otot. Sampai saat ini, keluarga dari myomiRs
yang telah ditemukan adalah miRNA-1, miRNA-133a, miRNA-133b, miRNA-206,
miRNA-208, miRNA-208b, miRNA-486, dan miRNA—499. Saat ini yang sering dipelajari
pada differensiasi otot adalah myomiR—1, myomiR—133, myomiR—206.%

Studi telah menunjukkan miRNA pada jaringan otot berkaitan dengan atrofi otot
akibat kanker.*” myomiR-1 dan myomiR-206 berkaitan dengan proses differensiasi dan
regenerasi otot.'* * Sehingga adanya ekspresi miRNA yang berlebihan pada jaringan otot

dapat mengubah metabolisme didalamnya.

2.5.1 Biogenesis MikroRNA

Pada tahun 1993 sebuah transkrip RNA non-coding tersusun atas 22 nukleotida
pertama kali ditemukan pada penelitian Lee saat melakukan sekuen gen lin-4. Pada penelitian
itu diketahui bahwa gen tersebut terlibat dalam menentukan waktu dan progresi siklus hidup
nematoda Caenorhabditis elegans serta perkembangan larva. Eksperimen Lee ini
mengungkapkan bahwa lin-4 tidak menyandi protein, tetapi memproduksi sepasang RNA
kecil yang mengatur translasi lin-14. Istilah micro inhibitory RNAs (miRNA) dikemukakan
pada 2001, dan pada tahun itu pula miRNA diidentifikasi pada tahapan awal embriogenesis
dan di-klon pada berbagai spesies, termasuk mamalia.*’

miRNA merupakan keluarga RNA yang tidak menyandi (non—coding RNA) yang
tersusun atas 19-24 nukleotida yang menghambat translasi mRNA dan meningkatkan

degradasi mMRNA, hasilnya akan menurunkan tingkat ekspresi protein. miRNA secara khusus
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mengikatkan diri pada regio 3’ dari mRNA yang tidak tertranslasi (untranslated region) dan
menyebabkan represi dan atau degradasi paska transkripsi mMRNA bersangkutan dalam sel
yang berproliferasi. Jadi, singkatnya miRNA terlibat dalam tingkat paska transkripsi dengan
mendegradasikan translasi mMRNA sasaran yang berakibat modifikasi ekspresi gen. miRNA
terletak dalam intron maupun ekson dari gen penyandi protein (70%) atau di daerah
intergenik (30%).% 3" %

miRNA dibentuk dari miRNA primer (sering juga disebut pri-miRNA) yang
ditranskripsikan oleh RNA Pol Il (polymerase Il) dengan ekor 5’cap dan poly—A. Pri—
miRNA dipecah oleh enzim ribonuklease Il Drosha dan protein pengikat DNA untaian
ganda (double stranded DNA) Pasha/DCGR8 menjadi struktur pre-miRNA berbentuk seperti
jepit rambut (hair—pin loop) yang besarnya 70-100 nukleotida, kemudian diekspor ke
sitoplasma oleh exportin 5/Ran GTP. Selanjutnya, Dicer (enzim ribonuclease I11) memproses
pre-miRNA menjadi dupleks miRNA yang besarnya 19-24 nukleotida. Dicer juga mengawali
pembentukan RISC (RNA Induced Silencing Complex) yang bertanggung jawab atas
terjadinya gene silencing dengan cara mengikat dupleks miRNA. miRNA dapat
ditranskripsikan sebagai unit tunggal atau sebagai cluster. miRNA yang ditranskripsikan
sebagai cluster disebut sebagai “polycistronic miRNA”.*** Lihat gambar 2.10

Dicer bersama-sama dengan partnernya Logs—TRBP melaksanakan pemotongan
kedua pada pre-miRNA untuk menghasilkan dupleks miRNA matang (mature miRNA).
Dupleks ini kemudian masuk ke dalam kompleks protein ketiga yang disebut RISC, yang
menghasilkan dan mengarahkan miRNA matang ke sasarannya. MiRNA matang kemudian
berikatan pada regio 3’UTR dan regio penyandi mRNA sasaran.'*

miRNA mengenali sasarannya berdasarkan sekuen komplementer. Sebagian miRNA
matang komplementer dengan satu atau lebih mRNA. Pada manusia, situs komplementer ini
biasanya terletak pada regio 3° mRNA sasaran yang tidak tertranslasi. Supaya menjadi
efektif, mMiRNA matang membentuk kompleks dengan RISC. miRNA yang terinkorporasi
dalam silencing complex tersebut dapat berikatan dengan mRNA sasaran melalui pasangan
basa (base pairing). Base pairing ini selanjutnya menyebabkan inhibisi translasi protein dan
atau degradasi mRNA. Konsekuensinya adalah kadar protein gen sasaran berkurang, tetapi di
lain pihak kadar mMRNA sendiri dapat berkurang atau tidak.*°

Jadi, miRNA tidak membutuhkan komplementaritas yang sempurna pada regio
targetnya dan penentu utama dari spesifikasi pengikatan pada sasaran koplementer mRNA
ditentukan oleh Watson-Crick base-pairing dari nukleotida 2-8 pada ujung 5’ seed region-

nya, yang diistilahkan sebagai “seed sequence”. Sehingga dapat dikatakan satu miRNA dapat
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meregulasi ratusan mMRNA dan beberapa miRNA dapat meregulasi sebuah mMRNA. Umumnya
gen yang menjadi target miRNA sebagian besar merupakan pasangan basa dalam untaian
(sequence) kecil. Untaian ini terdiri atas 6 nukleotida pada ujung 5 miRNA yang sekuennya
cocok atau merupakan sekuen komplementer (matching sequences, sequence
complementarity) dari mMRNA spesifik.*°

MiRNA dapat ditemukan secara stabil di dalam cairan tubuh diantaranya air liur, urin,
air susu dan darah. miRNA bisa stabil didalam cairan tubuh karena terbungkus kedalam
exosomes atau microvesicles. Selain itu miRNA dapat terikat dengan HDL atau terikat
dengan protein AGO. Hal ini yang menyebabkan miRNA tidak terdegradasi dan stabil dalam

cairan tubuh.®
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Gambar 2.10 Jalur Biogenesis mikroRNA%®

2.5.2 Fungsi MikroRNA

MiRNA diketahui memiliki peranan signifikan dalam regulasi berbagai proses selular,
biologis dan patologis termasuk diferensiasi, progresi, apotosis, dan proliferasi sel kanker.
Molekul miRNA berperan pula pada translasi dan stabilitas dari mMRNA termsuk gen-gen
yang memediasi proses pada karsinogenesis, termasuk respon imun, metabolisme, inflamasi,
kontrol siklus sel, replikasi virus, diferensiasi sel punca, dan perkembangan pada manusia. **
42
2.5.3 Keluarga MiRNA Spesifik terhadap Otot

MyomiRs bertanggung jawab terhadap perubahan metabolisme pada jaringan otot
rangka. Pada umumnya myomiRs menargetkan gen otot yang terkait. MyomiRs memiliki 3
pasangan miRNA, masing-masing pasangan berada dalam 1 kromosom yang sama. Ketiga
pasangan myomiRs adalah mMiRNA-1-1/133a-2, miRNA-1-2/133a-1, dan mMiRNA-
206/133b. MyomiRs diterjemahkan menjadi transkripsi bicistronik pada kromosom -
kromosom yang berbeda, telah memperlihatkan berbagai peranan dalam mengendalikan
diferensiasi otot. Transkripsi bicistronik merupakan transkripsi yang memiliki atau
melibatkan 2 cistron (unit materi herediter dari molekul DNA atau RNA yang mengkode satu

polipeptida tertentu).*® Lihat gambar 2.11
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Gambar 2.11 Sekuen, situs ekspresi dan lokasi dari MyomiRs pada tiga kromosom yang berbeda®

Tiga Kluster gen bicistronik yang mengkode 2 grup miRNA identik yang terdiri dari 6
anggota dan berlokasi pada tiga regio genom berbeda pada hewan coba tikus. Kluster 1
myomiR berlokasi pada regio kromosom 1 terdiri dari myomiR-206 dan myomiR-133b
yang terekspresi pada daerah otot rangka, sedangkan kluster Il dan Il terdiri dari miR—-1-1
dengan myomiR-133a-2 dan myomiR-1-2 dengan myomiR-133a-1 yang berlokasi pada
kromosom 2 dan kromosom 18 yang terekspresi pada daerah otot rangka dan juga terekspresi
pada daerah otot jantung. Selain genom dari tikus, genom dari manusia juga terdapat tiga
kluster gen bicistronik yang mengkode 2 grup miRNA identic. Pada genom manusia terdiri
dari 3 kluster, kluster I myomiR-206/133b terletak pada kromosom 6 pada daerah intergenik.
Sedangkan kluster Il dan Il terdiri dari myomiR-1-1/133a-2 dan myomiR-1-2/133a-1
terletak pada kromosom 20 daerah intron gen C200rf166 dan kromosom 18 daerah intron gen
MIBL1.*** Lihat gambar 2.12
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Gambar 2.12 Struktur kluster gen myomiRs pada genom manusia®
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Selain itu, keluarga myomiRs juga dapat dibagi menjadi dua grup yang memiliki
kesamaan pada seed sequences. MyomiR-206, myomiR-1-1 dan myomiR-1-2 memiliki
seed sequences yang sama sedangkan grup kedua yang memiliki seed sequences yang sama
terdiri dari myomiR-133b, myomiR-133a-1 dan myomiR-133a-2. MyomiR-1-1 dan
myomiR-1-2 bersifat identik dan berbeda dari myomiR-206 pada 4 nukleus, dan myomiR-
133a-1 dan myomiR-133a-2 bersifat identik dan berbeda dari myomiR-133b pada 2
nukleus.™*

Kedua grup myomiR memiliki kesamaan yaitu terdiri atas 6 nukleotida pada ujung 5’
miRNA yang sekuennya cocok atau merupakan sekuen komplementer, akan tetapi juga
memiliki perbedaan pada seed sequences. Pada grup pertama (myomiR-206, myomiR—1-1
dan myomiR-1-2 ) memiliki seed sequences GGAAUG sedangkan grup kedua (myomiR-
133b, myomiR-133a-1 dan myomiR-133a-2) memiliki seed sequences UGGUCC. Kedua
grup tersebut hanya memiliki kesamaan pada nukleotida urutan ke 2.4

Transkripsi spesifik dari myomiR-1-1/133a-2 dan myomiR-1-2/133a-1 pada otot
jantung dan rangka pada hewan bertulang belakang terlihat diatur oleh 2 enhancers terpisah,
yang satunya upstream sedangkan yang lainnya intronik. Faktor transkripsi miogenik SRF
(Serum Response Factor), MEF2 (Myocyte Enhancer Factor 2), dan MyoD mengatur
ekspresi dari myomiR-1 dan myomiR-133a pada otot rangka dan jantung. MyoD, MEF2 dan
SRF merupakan faktor transkripsi yang berfungsi sebagai protein pengatur yang terikat pada
elemen kontrol spesifik di dalam DNA dan menstimulasi transkripsi spesifik otot melalui
interaksi dengan faktor transkripsi lainnya. Pada kasus lokus myomiR-1-2/133a-1, SRF
mengatur ekspresi yang spesifik jantung melalui enhancer upstream dan MEF2 mengatur

ekspresi ventrikular melalui enhancer intron.** Lihat gambar 2.13
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Gambar 2.13 Ketiga kluster bicistronik pada miRNA spesifik otot**
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Pada kluster pertama dari myomiR spesifik otot melakukan pengkodean terhadap
myomiR-206 dan myomiR — 133b diekspresikan secara spesifik pada otot rangka.
Transkripsi spesifik otot rangka dari myomiR — 206/133b diatur oleh daerah regulasi
upstream yang diperkaya untuk berikatan dengan MyoD pada uji Chip—on—chip
menggunakan kromatin dari sel otot C2C12. Selain itu, penggunaan cell line fibroblast yang
mengalami defisiensi/kekurangan MyoD telah menimbulkan efek yang dapat mengaktifkan
transkripsi dari miRNA—206/133b.*

Persamaan yang mendasar dari myomiR-1 dan myomiR-206 yaitu myomiR-1
memiliki kesamaan dari urutan, sasaran gen, dan pola ekspresi yang spesifik terhadap otot
dengan myomiR-206. Hal ini yang mengindikasikan bahwa miRNA-1 beroperasi dengan
cara yang sama dengan myomiR—206 dalam pengaturan perkembangan otot rangka. Akan
tetapi, kedua myomiR ini tidak dapat saling menggantikan satu sama lain dikarenakan
masing-masing mempunyai peran dan karakteristik yang unik. Perbedaan inti diantara
myomiR-1 dan myomiR-206 adalah pada tempat asalnya. Pada genom baik hewan coba,
myomiR—206 terletak pada kromosom 1 sedangkan myomiR-1 terletak pada kromosom 2
dan 18. Perbedaan ini menunjukkan bahwa lingkungan kromosom diantara keduanya tidaklah
sama, dan pengaturan keduanya juga berbeda. myomiR-1 diatur oleh MyoD dan myogenin,
serupa dengan myomiR-206, dan juga SRF, MEF2 dan Twis. Perbedaan kedua antara
miRNA-1 dan miRNA-206 adalah pada hal ekspresi. MyomiR—-206 secara spesifik
diekspresikan pada otot rangka sementara myomiR-1 dapat diekspresikan baik pada otot
rangka ataupun jantung. Banyak studi yang telah menunjukkan bahwa myomiR-1 ternyata
juga mampu untuk mengatur pertumbuhan otot jantung dan penyakit-penyakit yang berkaitan
dengan otot jantung. Dalam hal pengaturan diferensiasi otot rangka, myomiR-1 lebih
mempunyai fungsi pengaturan (regulator) jika dibandingkan dengan myomiR-206
dikarenakan myomiR-1 mempunyai sasaran gen lebih banyak yang mampu memberikan

pengaruh lebih banyak pada proses differensiasi.®

2.5.4 Peran MyomiR dalam Metabolisme Otot

Ekspresi miRNA pada otot sangat dipengaruhi oleh myostatin. Myostatin merupakan
gen yang berfungsi sebagai feedback bagi tubuh untuk menghentikan proses pembesaran
massa otot, setelah ukuran massa otot mencapai puncak kebutuhan fisiologis tubuh sehingga
myoblast tidak dapat berdiferensiasi menjadi myotube yang akan berkembang menjadi serat

otot. Myostatin dapat mengaktifkan p21 yang berfungsi untuk menghambat Cdk2 supaya
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tidak terjadi proliferasi myoblast dan Smad3 berfungsi untuk menghambat faktor transkripsi

myogenin dan MyoD sehingga myoblast tidak mengalami diferensiasi.** Lihat gambar 2.14
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Gambar 2.14 Mekanisme kerja myostatin dalam pertumbuhan dan diferensiasi otot*

Myostatin

yang masih muda membelah dan menjadi dewasa. Myostatin berikatan dengan reseptor
activin receptor 11B yang ada di otot yang menyebabkan aktivasi gen Smad dan perubahan
ekspresi gen. Reseptor ini bekerja dengan memberi signal interseluler yang mengaktifkan
jalur dan aktivitas protein gen regulator, sehingga berperan dalam pangaturan massa otot.**

Sebelumnya telah dijelaskan bahwa miRNA yang terekspresi di dalam otot rangka
dinamakan sebagai myomiRs yang bekerja terhadap perubahan metabolisme pada jaringan
otot rangka. Salah satu penelitian tentang hipertrofi otot domba Texel disebabkan karena
mutasi titik pada lokasi 3°UTR dari myostatin messenger RNA. Adanya mutasi pada regio
3’UTR dapat menimbulkan aktivasi dari myomiR—1 dan myomiR-206, sehingga kedua
myomiR banyak ditemukan pada jaringan otot rangka yang akan mempengaruhi myostatin.*

Sasaran lain dari myomiR-206 yaitu Utrophin yang merupakan sebuah sitoskeleton
homolog dengan protein dystrophin. Utrophin biasanya dibuat di persimpangan ketika saraf
otot bertemu, sebuah daerah yang disebut sambungan neuromuskuler atau sinaps. Pada sel
otot normal dystrophin merupakan bagian dari kompleks protein yang menempel sel otot
untuk menghubungkan sitoskeleton dari setiap serat otot pada jaringannya. MyomiR-206
terekspresikan secara konsisten di musculoskeletal.*®

MyomiR juga dapat menanggulangi proses hilangnya massa otot. myomiR—486
memiliki sasaran gen yaitu PTEN (Phosphatase and Tensinhomolog) dan FoxO1A, yang
merupakan bagian dari jalur PI3K/Akt yang terlibat dalam proses hilangnya massa otot dan
apoptosis. Aktivasi dari myomiR—486 berakibat pada hipertrofi otot. Hal ini dikarenakan

teraktivasinya mTOR melalui hambatan PTEN, serta berkurangnya produksi ligase ubiquitin,
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yang berfungsi untuk mempertahankan atrofi pada jaringan otot rangka. Selain itu, ekspresi
berlebih dari myomiR-27b menyebabkan terjadinya diferensiasi prematur dari sel otot satelit.
Ketika myoblast keluar dari siklus sel, myomiR—27b akan menargetkan pada regio 3’UTR
dari Pax3.* Lihat gambar 2.15
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Gambar 2.15 Peran miRNA dalam metabolisme otot *’

Ekspresi tersistematis dari myomiR-499 dan miRNA-208b berperan penting pada
pengendalian kinerja otot rangka. Sebagai respon terhadap sinyal ion kalsium, myomiR—208b
dan myomiR—499 memang memperkuat proses pengubahan serat dengan melakukan ekspresi
B-MHC dan Myh7b. Mereka dikenal sebagai MyomiRs karena mereka dikodekan melalui
intron dari gen host myosin Myh7 dan Myh7b. Kedua miRNA intron ini akan menarget
penghambatan transkripsi dari gen myofiber yang lambat, termasuk Sox6, Purf3, Sp3, dan HP
1B. Dan baru-baru ini telah berhasil terindentifikasi keluarga myomiR yang bernama
myomiR-669 yang diduga dapat menghambat faktor transkripsi yaitu MyoD.*” Lihat gambar
2.15

2.5.5 Peran MyomiR-206 dalam Metabolisme Otot
Secara garis besar myomiR—-206 dapat mengalami down regulation dan upregulation
di beberapa stage dari proses myogenesis. Seperti diketahui myomiR—-206 dapat menghambat

PAX 3/PAX 7 yang berperan dalam perubahan progenitor sel menjadi myoblast. myomiR—
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206 juga menghambat POL o, HDAC4 dan utropin yang berperan pada perubahan myoblast
menjadi differentiated myoblast. Seperti diketahui bahwa hambatan terhadap POL o dapat
mengakhiri proses proliferasi dari sel otot. Selain itu myomiR-206 juga menghambat conexin
43 dan FSTL yang berperan pada perubahan differentiated myoblast menjadi myofiber.

Secara umum myomiR—206 berperan dalam perkembangan dari sel otot.*? Lihat gambar 2.16
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Gambar 2.16. Peran myomiR—206 dalam perkembangan otot."

2551 DNA Pola 1

Terhentinya cell cycle dan penurunan sintesis DNA sangat mempengaruhi proses
diferensiasi dari otot. Polal merupakan komponen terbesar dari DNA polymerase yang
bertanggung jawab pada proses sintesis DNA. myomiR—206 menghambat proses translasi
dari Pol o sehingga menyebabkan penurunan sintesis DNA dalam cell line myoblast C2CI2
dengan cara mendegradasi mRNA dari Pol a. Seperti diketahui bahwa Pol a berperan penting
dalam sel quiescence. Dengan demikian myomiR—206 berhubungan quiescence stage dalam

proses myogenesis. * Lihat gambar 2.17.

2.5.5.2 Pax3 dan Pax7

factor transkripsi Pax3 and Pax7 berperan dalam penghambatan apoptosis dari sel
satelit dan menjaga sel satelit atau myoblast bertahan hidup dan melakukan proliferasi.
Penurunan ekspresi dari myomiR-206 membuat sel satelit atau primary myoblast dapat

berubah dari proses proliferasi menjadi differensiasi. ** Lihat gambar 2.17.

Universitas Indonesia



30

2.5.4.3 Cx43

Cx43 merupakan komponen utama dalam gap junctions, yang memediasi proses
sinyal molekul dan metabolit yang berperan dalam proses diferensiasi dan kontraksi pada otot
skeletal. Cx43 berperan penting dalam regenerasi dan diferensiasi. Penurunan Cx43 dalam
perkembangan otot berperan penting dalam proses pematangan neuro muscular ction. Proses
translasi mMRNA Cx43 di hambat oleh myomiR-206 sehingga mengganggu pertumbuhan otot
sehingga proses differensiasi otot dapat terjadi. ** Lihat gambar 2.17.

2.5.5.4 Utrn dan Fstl1
MyomiR-206 mengaktivasi ekspresi dari MyoD dengan menghambat ekspresi gen

post transkripsi utropin dan Fstl1 yang berperan dalam proses defferensiasi dari myoblast. **
Lihat gambar 2.17.

2.5.5.5 HDAC4

Histone deacetylase berperan dalam proses chromatin remodeling. HDAC4 banyak di
ekspresikan pada otot jantung dan skeletal. HDAC4 berperan dalam menekan factor
transkripsi MEF-2 yang dapat menghambat proses diferensiasi dari myoblast. MyomiR-206
meningkatkan proses differensiasi dari sel otot melalui hambatan terhadap HDAC4.™ Lihat

gambar 2.17.

o (FDACY
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Gambar 2.17. Peran myomiR—206 secara mekanisme molekuler dalam perkembangan sel otot.™
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BAB 3
METODE PENELITIAN

3.1 Desain Penelitian
Desain penelitian ini adalah penelitian cross sectional

3.2  Tempat dan Waktu Penelitian
Penelitian dilakukan di Rumah Sakit Kanker Dharmais Jakarta. Waktu penelitian
dilaksanakan mulai bulan Februari sampai Juli 2016.

3.3  Populasi dan Sampel Penelitian

Populasi penelitian ini adalah pasien kanker paru yang menjalani rawat inap, rawat
singkat, dan rawat jalan di rumah sakit kanker Dharmais Jakarta.

Sampel penelitian adalah serum yang diambil pada populasi yang memenuhi syarat

inklusi.

3.4 Kiriteria Pemilihan Subyek Penelitian
Kriteria Inklusi :
1. Pasien yang didiagnosis menderita kanker paru berdasarkan hasil pemeriksaan
histopatologi/sitologi jaringan.
2. Pasien yang belum, sedang dan pernah mendapat terapi kanker
Kriteria Eksklusi :

1. Pasien tidak bersedia mengikuti penelitian

3.5  Sumber Data

Sumber data berasal dari data primer dan data sekunder. Data primer digunakan untuk
menilai variabel terikat dan bebas yaitu kaheksia melalui berat badan, tinggi badan, indeks
massa tubuh, pemeriksaan laboratorium Hb, Albumin, IL-6, CRP dan myomiR-206 . Data

sekunder yang diambil dari status yaitu jenis kanker dan histopatologi.

3.6 Besar Sampel

besar sampel dihitung dengan rumus sebagai berikut :
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d2 d2
Keterangan :
n = Jumlah sampel minimal yang diperlukan

Za = Nilai baku distribusi normal pada a tertentu (1,96)

p = Proporsi variabel tergantung dan variabel bebas pada penelitian sebelumnya
q =1-p
d = Derajat akurasi/presisi mutlak (0,15)

Pada penelitian sebelumnya dari 3.047 pasien kanker paru terdapat 36% yang

mengalami kaheksia.*’ Sehingga besar sample yang didapat adalah 40 orang.

3.7  Definisi Operasional

1. Kanker paru : Keganasan yang terjadi pada organ pernapasan manusia yaitu paru — paru

2. Hemoglobin : Kadar hemoglobin dikatakan normal bila kadar hemoglobin > 13 g/dL dan
menurun bila kadar hemoglobin < 13 g/dL.*

3. Albumin : Kadar albumin dikatakan normal bila kadar albumin > 3,2 g/dL dan menurun
bila kadar albumin < 3,2 g/dL.*®

4. IL-6 : Kadar IL-6 dikatakan normal bila kadal IL-6 < 12,5 pg/mL dan meningkat bila
kadar IL—6 > 12,5 pg/mL.*

5. CRP : Kadar CRP dikatakan normal bila kadar CRP < 6 mg/L dan meningkat bila kadar
CRP > 6 mg/L.*®

6. MyomiR — 206: Ekpresi myomiR-206 yang diwakilkan dengan fold change miRNA-206.

7. Pre kaheksia : Berdasarkan kriteria the SCRINIO international cancer cachexia working
group yaitu persentase penurunan berat badan < 10%.

8. Kaheksia : Berdasarkan kriteria the SCRINIO international cancer cachexia working

group yaitu persentase penurunan berat badan > 10%

3.8 Bahan dan Alat
3.8.1 Bahan

Bahan penelitian ini terdiri adalah serum sampel, Qiagen mirNeasy serum/plasma kit
untuk ekstraksi miRNA, kit TagMan miRNA reverse transcription (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) dan miRNA spesifik primer stem loop (TagMan miRNA assay Kit,

Applied Biosystems) untuk merubah miRNA menjadi reverse transcribed, primer myomiR—
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206 (UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG) dari TagMan Mirna assay kit Applied

Biosystems dan gen reference miRNA-16.

3.8.2 Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah realtime PCR Applied Biosystem
7500 Fast System, PCR Applied Biosystem Veriti 96 Well Thermal Cycler, Centrifuge
ThermoFisher Scientific MicroCl 17R, Centrifuge Hettich Universal 320R, Micro Centrifuge
LX-100, NanoDrop 2000/2000c Thermo Scientific.

3.9  Cara Penelitian

3.9.1 Pengambilan sampel

1. Terhadap pasien kanker paru yang memenuhi kriteria inklusi dilakukan pengambilan
sampel darah untuk dilakukan pemeriksaan laboratorium seperti hemoglobin, albumin, IL—
6, CRP dan myomiR-206.

2. Dilakukan anamnesis dan pemeriksaan fisik pada pasien kanker paru.
Anamnesis : Penurunan berat badan, anoreksia, dan kelelahan.

Pemeriksaan fisik : Berat badan, tinggi badan.

3.9.2  Analisis Biochemical
IL-6 diukur dengan menggunakan ELISA pada mesin Cobas e601 analyzer (Tokyo,
Jepang), albumin dan CRP diukur dengan menggunakan mesin Cobas c501 analyzer

(Tokyo, Jepang). Pengukuran hemoglobin dengan mesin Sysmex XN 10 (Kobe, Japan)

3.9.3 Pembuatan Serum
Darah yang diperoleh didiamkan selama sekitar 1 jam pada suhu kamar sebelum
disentrifugasi pada 1.800 g selama 10 menit. Serum yang diperoleh dipisahkan ke cryotube

1,5 ml dan disimpan pada - 80° C sampai digunakan.

3.9.4 Isolasi RNA

Siapkan serum sampel, kemudian masukkan 200 pl serum sampel kedalam tube,
campur dengan Qiazol Lysis Reagent sebanyak 1000 ul dengan menggunakan vortex, sampel
diinkubasi selama 5 menit pada suhu kamar (25° C), tambahkan 3,5 pl Spike in control dan
200 pl chloroform, vortex selama 15 detik, kemudian diinkubasi selama 3 menit pada suhu

25°C. sampel kemudian di centrifuge dengan 12000 g selama 15 menit pada suhu 4°C.
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Aqueous Phase dipindahkan ke tube baru, bila jumlahnya 600 pl maka ditambahkan etanol
100% sebanyak 900 pl kemudian di pipet up and down. Kemudian masukkan 700 pl ke
dalam tube 2 ml, lakukan centrifuge 8500 g selam 15 detik pada suhu 25°C, buang cairan di
coll. Tube. Kemuadian tambahkan 500 pl buffer RPE, kemudian centrifuge 8500 g selama 15
detik pada suhu 25°C, buang cairan di coll tube. Kemudian tambahkan 500 pl etanol 80%,
lalu centrifuge 8500 g selama 2 menit pada suhu 25°C, buang cairan di coll tube. Kemudian
letakkan coll tube baru tanpa tutup 2 ml pada masing — masing spin kolom sample, centrifuge
12000 g selama 5 menit pada suhu 25°C, tutup tetap terbuka saat centrifuge, buang coll tube
dan cairan jika ada. Kemudian ganti dengan 1,5 ml tube tertutup dan tambahkan 14 pl RNAse
free water Qiagen, inkubasi selama 10 menit pada suhu 25°C, kemudian centrifuge 12000 g
selama 1 menit pada suhu 25°C. simpan hasil ekstraksi RNA pada suhu — 80°C untuk analisis

selanjutnya.

3.9.5 Micro RNA Reverse Transcription

Reverse transcription dari RNA diubah menjadi cDNA menggunakan TagMan
MicroRNA Reverse Transcription kit sesuai dengan petunjuk pabrik. Masing—masing RT
terdiri dari 2 ng/ ul total RNA. Thawed komponen kit TagMan dan RT primer diatas es.
Setiap reaksi RT terdiri dari 0,15 pl 10 mM dNTP, 1 ul MultiScribe Reverse Transcriptase
(50 U/ pl). 1,5 pl 10x Reverse Transcriptase buffer, 0,19 pl RNAse Inhibitor [ 20 U/ ul ],
4,16 pl Nuclease Free Water, 3 ul Reverse Transcriptase primer, jadi total volume RT mix
dan RT primer sebanyak 10 pl. kemudian pipet komponen reaksi kedalam tube 1,5 pl untuk
membuat RT mix, vortex dengan kecepatan rendah dan spin sebentar. Pipet masing — masing
10 pl RT mix dan RT primer ke dalam tube PCR. Kemudian di program dalam thermal cycle
30 menit pada suhu 16°C, 30 menit pada suhu 42°C, 5 menit pada suhu 85°C, kemudian 4°C.
cDNA sample disimpan pada suhu 4°C.

3.9.6 Real Time Quantitative PCR MyomiR-206.

TagMan Micro RNA Assay digunakan untuk mengukur kadar mikro RNA sesuai
instruksi pabrik. Masing — masing reaksi PCR terdiri dari 1 ul TagMan Micro RNA Assay [
20x ], 1,33 pl cDNA, 10 pl TagMan Universal PCR Master Mix dan 7,67 ul nuclease free
water. Masing — masing mikro RNA dibuat duplo dengan control sampel normal dan NTC.
PCR menggunakan realtime PCR Applied Biosystem 7500 Fast System. Dengan primer
myomiR-206 (UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG) dari TagMan Mirna assay Kkit,
Applied Biosystems. Analisis data myomiR—206 dengan gen reference miRNA-16.%° Setelah
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diketahui nilai Ct, kemudian menetapkan Ct threshold secara manual pada daerah

eksponensial. Fold change dihitung menggunakan metode 2**“T. AACT = ACT sampel —

ACT kontrol. ACT sampel = nilai CT sampel yang telah dinormalkan dengan endogenous

control.

3.10 Etik Penelitian

Dalam penelitian ini ada beberapa hal yang diperhatikan:

Subjek penelitian akan mendapatkan penjelasan mengenai tujuan prosedur penelitian
Subjek penelitian setelah mendapat penjelasan berhak untuk menyetujui atau menolak
menjadi peserta penelitian. Apabila bersedia subjek diminta untuk menandatangani
surat kesediaan berpartisipasi.

Apabila subjek menolak ikut penelitian maka akan tetap mendapat pelayanan sesuai
prosedur

Identitas dan hasil pemeriksaan terhadap subjek akan dirahasiakan.

Tindakan pengambilan darah vena akan dilakukan oleh dokter dan tenaga kesehatan
yang terlatih.

Penelitian ini telah mendapat persetujuan etik dari Komite Etik Penelitian Kesehatan

Fakultas Kedokteran Universitas Indonesia

3.11 Rencana Pengolahan dan Analisis Data.

1.

Analisis dan pengolahan data secara keseluruhan akan menggunakan program SPSS 22.0
for windows. Uji hipotesis akan disertakan nilai kemaknaan (P) dan kemaknaan yang
ditentukan untuk penelitian ini adalah p < 0,05.

Uji normalitas data dengan menggunakan metode Shapiro-Wilk.

Untuk analisis bivariat kaheksia dengan IL-6, CRP, Hemoglobin, Albumin dan myomiR—
206 digunakan uji t tidak berpasangan. Jika tidak memenuhi syarat (data distribusi tidak
normal) maka menggunakan uji Mann Whitney

Untuk uji korelasi hubungan antara ekspresi myomiR—-206 dengan IL-6 dilakukan uji

pearson. Jika data terdistribusi tidak normal dilakukan uji korelasi Spearman.
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BAB 4
HASIL

4.1  Gambaran Clinicopathology pada Pasien Kanker Paru

Gambaran clinicopathology dapat dilihat pada tabel 4.1. Pada penelitian ini
didapatkan pasien laki — laki lebih banyak dari pada pasien perempuan (laki—laki 75%,
perempuan 25%). Pasien berumur antara 17 tahun sampai 70 tahun dengan rata—rata umur 52
tahun. Sebagian besar pasien yang menderita kanker paru dengan gambaran histologinya
berjenis adenokarsinoma (57,5%). Semua pasien telah menjalani terapi baik kemoterapi,

radiasi maupun kemoradiasi, namun 50% pasien hanya menjalani kemoterapi saja.

Tabel 4.1. Gambaran Clinicopathology Pasien Kanker Paru

n %
Jenis kelamin Laki—laki 30 75
Perempuan 10 25
Umur berdasar rerata < 52 tahun 18 45
> 52 tahun 22 55
Histologi Type lain 8 20
Adenokarsinoma 23 575
Karsinoma sel skuamosa 7 175
Karsinoma sel kecil 2 5
Pengobatan Kemoterapi 20 50
Radioterapi 3 75
Kemoradiasi 13 325
Tidak diketahui 4 10

4.2. Perbedaan kadar CRP, Hemoglobin dan Albumin antara IL-6 < 12,5 pg/mL

dengan IL-6 > 12,5 pg/mL pada Pasien Kanker Paru

Perbedaan kadar CRP, hemoglobin dan albumin antara IL-6 < 12,5 pg/mL dengan
IL-6 > 12,5 pg/mL pada pasien kanker paru dapat dilihat pada tabel 4.2. Pada penelitian ini
pasien di klasifikasikan menjadi 2 kelompok yaitu kelompok IL-6 < 12,5 pg/mL untuk nilai
normal dan kelompok dengan IL-6 > 12,5 pg/mL untuk nilai yang meningkat. Berdasarkan
tabel 4.2 didapatkan bahwa IL-6 dapat menyebabkan penurunan hemoglobin dan albumin,
namun tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara kedua kelompok baik hemoglobin
(p = 0,252) maupun albumin (p = 0,199) berdasarkan uji t tidak berpasangan. Selain itu IL-6
menyebabkan peningkatan CRP dan terdapat perbedaan yang bermakna antar kedua
kelompok (p = 0,000) berdasarkan uji Mann Whitney.
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Tabel 4.2. Perbedaan kadar CRP, Hemoglobin dan Albumin antara IL-6 < 12,5
pg/mL dengan IL-6 > 12,5 pg/mL pada Pasien Kanker Paru

IL-6 < 12,5 pg/mL IL-6> 12,5 pg/mL p
Mean = SE Mean + SE
CRP 14,94 £5.31 75,56 + 16,93 0,000*
Hemoglobin 12,38+041 11,76 £ 0,33 0,252
Albumin 4,01 £0,13 3,78+0,11 0,199

Data berdasarkan mean + SE. * p < 0,05

4.3. Perbedaan Kadar Hemoglobin, Albumin, IL-6 dan CRP antara Pre Kaheksia
dengan Kaheksia pada Pasien Kanker Paru
Perbedaan kadar hemoglobin antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker
paru dapat dilihat pada gambar 4.1. Pada penelitian ini antara kelompok pre kaheksia dan
kaheksia didapatkan penurunan hemoglobin namun tidak terdapat perbedaan bermakna antara
kedua kelompok (p = 0,442) berdasarkan uji Mann Whitney.
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Gambar 4.1. Perbedaan kadar hemoglobin antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker
paru

Perbedaan kadar albumin antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker
paru dapat dilihat pada gambar 4.2. Pada penelitian ini antara kelompok pre kaheksia dan
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kaheksia didapatkan penurunan albumin namun tidak terdapat perbedaan bermakna antara

kedua kelompok (p = 0,275) berdasarkan uji t tidak berpasangan.
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Gambar 4.2. Perbedaan kadar albumin antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker paru

Perbedaan kadar IL-6 antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker paru
dapat dilihat pada gambar 4.3. Pada penelitian ini antara kelompok pre kaheksia dan kaheksia
didapatkan peningkatan kadar IL-6 dan terdapat perbedaan bermakna antara kedua kelompok
(p = 0,026) berdasarkan uji Mann Whitney
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Gambar 4.3. Perbedaan kadar IL—6 antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker paru
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Perbedaan kadar CRP antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker paru
dapat dilihat pada gambar 4.4. Pada penelitian ini antara kelompok pre kaheksia dan kaheksia
didapatkan peningkatan kadar CRP namun tidak terdapat perbedaan bermakna antara kedua
kelompok (p = 0,159) berdasarkan uji Mann Whitney
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Gambar 4.4. Perbedaan kadar CRP antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker paru

4.4. Ekspresi MyomiR-206 antara Pre Kaheksia dengan Kaheksia pada Pasien
Kanker Paru

Ekspresi myomiR-206 antara pre kaheksia dengan kaheksia pada pasien kanker paru
dapat dilihat pada gambar 4.5. Ekpresi myomiR—-206 diwakilkan dengan fold change
myomiR—206. Pada penelitian ini didapatkan penurunan ekspresi myomiR—-206 antara
kelompok pre kaheksia dan kaheksia namun tidak terdapat perbedaan bermakna antara kedua
kelompok (p = 0,109) berdasarkan uji Mann Whitney
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Gambar 4.5. Ekspresi myomiR—206 antara pre kaheksia dan kaheksia pada pasien kanker paru

4.5. Hubungan Ekspresi MyomiR-206 dengan IL-6 pada Pasien Kanker Paru

Hubungan Ekspresi MyomiR-206 dengan IL-6 dapat dilihat pada gambar 4.6. Pada
penelitian ini tidak didapatkan adanya korelasi yang bermakna antara ekspresi myomiR-206
dengan IL-6 (r =- 0,103, p = 0,538) berdasarkan uji Spearman
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Gambar 4.6. Hubungan ekspresi myomiR—206 dengan IL-6 pada pasien kanker paru
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BAB 5
PEMBAHASAN

Pathogenesis kaheksia pada kanker begitu komplek sehingga belum diketahui secara
pasti penyebab utamanya.® Namun kaheksia berdampak terhadap kualitas hidup, angka
kesakitan dan kematian dari penderita kanker.”® Sehingga fokus penelitian saat ini mencari
biomarker yang potensial terhadap penderita kanker yang mengalami kaheksia. Mikro RNA
memang dijadikan sebagai biomarker pada beberapa kanker namun mikro RNA sebagai

biomarker penurunan masa otot belum diketahui secara pasti.™

5.1. Gambaran Clinicopathology pada Pasien Kanker Paru

Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa pasien laki—laki lebih banyak yang
menderita kanker paru dibandingkan dengan perempuan (laki—laki 75%, perempuan 25%)
dengan umur rata-rata 52 tahun. Sebagian besar pasien menderita kanker paru dengan
gambaran histologisnya berjenis adenokarsinoma (57,5%) dengan mayoritas pasien menjalani
kemoterapi.

Data ini sesuai dengan penelitian yang dilakukan oleh Pakzad dan rekan, dimana
gambaran secara umum di Asia tahun 2015 angka kejadian pasien kanker paru pada laki —
laki 71.13% sedangkan pada perempuan 28.87% dan secara khusus di Indonesia angka
kejadian pasien kanker paru pada laki—laki 76.11% sedangkan pada perempuan 23.89%.>2

Berdasarkan American Cancer Society 2015 didapatkan pasien kanker paru pada laki
— laki 52,26 % sedangkan pada perempuan 47,74% dengan angka probabilitas (%) kejadian
kanker paru berdasarkan kelompok umur pada pria adalah . 0,2% (1 : 578) usia 0—49 tahun,
0,7% (1 : 140) usia 50-59 tahun, 2% (1 : 49) usia 60-69 tahun, and 6,6% (1 : 15) usia lebih
dari 70 tahun. Dari data tersebut didapatkan angka kejadian kanker paru pada usia lebih dari
70 tahun lebih besar probabilitasnya.' Seperti diketahui bahwa angka kejadian kanker paru
berdasarkan umur adalah 1,5 sampai 2,3 kali lebih tinggi negara maju ketimbang negara tidak
maju. Hal ini berkaitan dengan tingginya harapan hidup negara maju ketimbang negara
berkembang.> Indonesia adalah negara berkembang sehingga angka kejadian kanker paru
berdasarkan umur lebih rendah ketimbang negara maju.

Penelitian yang dilakukan oleh Yang dan rekan didapatkan gambaran histologi pasien
kanker paru mayoritas berjenis adenokarsinoma (123 small cell, 115 squamous cell, dan 234
adenocarcinoma). Selain itu Yang dan rekan menghubungkan gambaran histologi dengan

merokok. Hasilnya didapatkan adanya korelasi yang kuat antara merokok dengan kejadian
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adenokarsinoma pada kanker paru dibanding dengan gambaran histologi lainnya yaitu small
cell dan squamous cell. >

Seperti diketahui bahwa masyarakat Indonesia memiliki kebiasaan yang cukup tinggi
angkanya dalam penggunaan tembakau. Berdasarkan data GATS Indonesia 2011 jumlah
perokok di Indonesia dengan umur diatas 15 tahun adalah 59,884.500 dimana kebiasaan
merokok lebih banyak dilakukan oleh pria ketimbang perempuan (laki—laki 57,586.800,
perempuan 2,297.700).>> Merokok merupakan salah satu faktor resiko yang menyebabkan

kanker paru.®® >

5.2. Perbedaan Kadar CRP, Hemoglobin dan Albumin antara IL-6< 12,5 pg/mL

dengan IL-6> 12,5 pg/mL pada Pasien Kanker Paru

Pada penelitian ini didapatkan IL-6 menyebabkan peningkatan CRP dan terdapat
hubungan yang bermakna antar kedua kelompok. Selain itu IL-6 dapat menyebabkan
penurunan hemoglobin dan albumin, namun tidak terdapat perbedaan yang bermakna antara
kedua kelompok. Penelitian ini sejalan dengan dengan penelitian yang dilakukan oleh
Songur dan rekan bahwa peningkatan IL-6 sangat berhubungan dengan peningkatan
komponen CRP, penurunan berat badan, penurunan albumin dan transferrin.>®

IL-6 merangsang produksi CRP oleh hati melalui aktifasi interaksi antara
CCAAT/Enhancer Binding Protein p (C/EBPb) and Rel p50.>® Penurunan kadar albumin
dapat disebabkan oleh menurunnya intake protein akibat anoreksia ataupun akibat
peningkatan sitokin dan acute phase reaction akibat proses inflamasi.*° Menurunnya intake
disebabkan adanya mekanisme IL-6 yang berpengaruh terhadap penurunan kadar leptin dan
dapat berdampak terjadinya anoreksia. Salah satu dampak dari anoreksia adalah
berkurangnya intake protein.”* Penelitian yang dilakukan Aleman dan rekan menunjukkan
adanya penurunan kadar leptin berhubungan dengan peningkatan sitokin dan acute phase
protein (IL-6, CRP, TNF «) yang akan berdampak terhadap kondisi malnutrisi.?? Sedangkan
proses inflamasi dapat menyebabkan terjadinya hipoalbuminemia disebabkan karena
hambatan terhadap sintesis albumin dan peningkatkan albumin FCR (fractional catabolic
rate) di hati.®

Penelitian yang dilakukan Nemeth dan rekan, Nicolas dan rekan menunjukan bahwa
IL-6 dapat menyebabkan hipoferremia dengan menginduksi hormon hepcidin yang
dihasilkan oleh sel hati, dimana hepcidin dapat menghambat penyerapan zat besi di usus

halus dan melepas recycled iron oleh makrofag. Kondisi seperti ini dapat menyebabkan
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terjadinya anemia akibat gangguan deliveri zat besi dalam proses pematangan eritrosit di

sumsum tulang.5* -

5.3. Perbedaan Kadar Hemoglobin, Albumin, IL-6 dan CRP antara Pre Kaheksia
dengan Kaheksia pada Pasien Kanker Paru

Pada penelitian ini didapatkan peningkatan kadar IL-6 pada kelompok kaheksia
dibandingkan dengan kelompok pre kaheksia.

Penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan oleh Letilovic dan rekan,
dimana terjadi peningkatan CRP, penurunan hemoglobin dan albumin pada non hematologi
tumor antara kelompok non kaheksia dan kaheksia.®” Penelitian yang dilakukan Scott dan
rekan menunjukkan bahwa penurunan berat badan berhubungan dengan peningkatan IL-6
dan CRP.%® Penelitian yang dilakukan Bonetto dan rekan menunjukkan bahwa peningkatan
IL-6 disertai dengan peningkatan acute phase respons dan penurunan masa otot melalui
aktivasi JAK STAT.%® Penelitian White dan rekan menunjukkan bahwa IL-6 dapat
menghambat pertumbuhan otot melalui penekanan terhadap mTOR melalui aktivasi dari
AMPK_." Sedangkan penelitian yang dilakukan Sandri dan rekan menunjukkan bahwa atrofi
otot berkaitan dengan aktifasi dari FoxO Transcription factor dan induksi Atrogin 1 dengan
jalan menurunkan aktifitas dari PI3K/AKT."

5.4. Ekspresi MyomiR-206 antara Pre Kaheksia dengan Kaheksia pada Pasien

Kanker Paru

Pada penelitian ini didapatkan penurunan ekspresi myomiR-206 pada kelompok
kaheksia dibandingkan dengan kelompok pre kaheksia namun tidak didapatkan perbedaan
yang bermakna diantara kedua kelompok.

Penelitian ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan McGregor dimana terjadi
penurunan ekspresi myomiR-206 pada kelompok kaheksia dibandingkan dengan kelompok
pre kaheksia namun tidak terdapat hubungan bermakna diantara kedua kelompok.” Seperti
diketahui bahwa myomiR-1/206 dapat menekan IGF—1 pada Myoblast .”® IGF-1 merupakan
salah satu positif regulator dari pertumbuhan otot. Pada insulin yang sensitif, ikatan insulin di
reseptornya dapat meningkatkan aktifitas PI3K (Phospo Inositide 3 Kinase) sehingga Akt
akan terfosforilasi. Akt yang terfosforilasi akan menghambat FoxO dan menurunkan
transkripsi dari Atrogin 1 dan MuRF 1 (Muscle Ring Finger 1) dimana kedua protein tersebut
berperan dalam E3 enzim (regulator UPP). Penurunan Atrogin dan MuRF 1 dapat

menurunkan aktifitas proteolitik. Namun sebaliknya penurunan aktifitas PI3K dan Akt yang
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terfosforilasi dapat meningkatkan proses proteolitik.*® Dalam beberapa kasus pasien kaheksia
pada kanker kolorektal mengalami penurunan IGF-1 namun sebaliknya terjadi peningkatan
pada pasien kaheksia kanker gaster.” Hal ini menunjukkan bahwa kaheksia pada beberapa
kanker bisa berbeda kondisi IGF-1 nya, sehingga myomiR-206 tidak bisa dijadikan indikator
mutlak dalam proses penurunan berat badan.

Penelitian Reed dan rekan menunjukkan bahwa degradasi protein otot pada kaheksia
terutama disebabkan oleh mekanisme ubiquitin proteasome, yang di induksi melalui aktifasi
E3 ligase, atrogin-1/MAFbx, and MurF 1. FoxO juga berperan pada proses ini dengan
menginduksi transkripsi dari E3 ubiquitin ligase dan ketiga komponen (FoxO1, FoxO3, and
FoxO4). Hambatan terhadap proses transkripsi FoxO dapat mencegah atrofi otot pada kondisi
kaheksia.” Selain itu penelitian yang dilakukan Soares dan rekan menunjukkan bahwa
myomiR—206 dapat terlibat dalam penurunan masa otot rangka selama proses katabolisme
terjadi melalui pengaturan fungsi mitokondria.** Hambatan terhadap faktor transkripsi YY1
(Yin Yang 1) pada otot dapat menyebabkan kelainan morphology dari mitokondria dan
gangguan fungsi oksidatif, sehingga myomiR sangat tergantung terhadap hambatan YY1
yang berperan dalam metabolisme.”®"’

Penelitian yang dilakukan Rao dan rekan menunjukkan myomiR-206 pada myoblast
C2C12 berperan penting pada pertumbuhan dan perkembangan sel otot, dimana myomiR-
206 merangsang proses differensiasi dari myoblast ke myotubes.” Penelitian yang dilakukan
Liu dan rekan menunjukkan myomiR-206 meningkatkan proses differensiasi pada sel
myoblast dengan mensupresi negative regulator dari proses myogenesis diantaranya Pax 7,
notch 3 dIl.”® Penelitian yang dilakukan Huang menunjukkan over ekspresi myomiR—206
meningkatkan proses differensiasi dari sel satelit dengan melemahkan proses Denervation-
Induced Skeletal Muscle Atrophy melalui penckanan terhadap TGF B1, SMAD 3 dan
HDACA4, Seperti diketahui bahwa TGF B1, SMAD 3 dan HDAC4 berperan dalam proses
terjadinya atrofi otot. ® Penelitian yang dilakukan McCarthy dan rekan menunjukkan bahwa
ekspresi myomiR—206 dapat meningkat pada otot diaphragm dari tikus dystropin—deficient
namun tidak pada otot soleus dan plantaris.®*

MyomiR-206 dapat mengalami downregulation dan upregulation dalam tahap yang
berbeda dari proses myogenesis. Faktor transkripsi Pax 3 dan Pax 7 dapat mencegah
terjadinya apoptosis dari sel satelit, sehingga sel satelit dapat bertahan hidup dan melakukan
proliferasi. Hambatan terhadap faktor transkripsi tersebut dapat mencegah terjadinya proses
proliferasi dari sel satelit ke myoblast.®? ® Downregulation myomiR—206 diperlukan sel

satellite atau myoblast untuk proliferasi, karena myomiR—-206 dapat menghambat Pax 3 dan
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Pax 7. 8% Kemudian dibutuhkan Upregulation dari myomiR—206 untuk mensupresi Utropin
dan Folistatin like 1 yang berperan dalam proses diffrensiasi dari myoblast. Hambatan
terhadap Utropin dan Folistatin like 1 menyebabkan otot masuk ke tahap berikutnya yaitu
proses differensiasi.®® myomiR—206 dapat mengalami downregulation dan upregulation, hal
ini sesuai dengan kondisi proses myogenesis, pada saat dibutuhkan proses proliferasi maka
myomiR-206 mengalami downregulation dan pada saat proses differensiasi myomiR—-206
mengalami upregulation.

Dari data diatas menunjukkan bahwa myomiR-206 sulit dikaitkan dengan kaheksia
karena banyak hal yang berpengaruh diantaranya penurunan berat badan tidak bisa dijadikan
indikator penurunan massa otot karena penurunan berat badan bisa juga dipengaruhi oleh
penurunan massa lemak tubuh, proses terjadinya atrofi otot dipengaruhi banyak faktor salah
satunya peran IGF-1 dalam degradasi protein, proses terjadinya atrofi otot dipengaruhi
banyak myomiR yang berperan, ekspresi myomiR sangat dipengaruhi oleh jenis otot. Oleh
karena itu pengambilan sampel terhadap otot langsung sangat menentukan ekspresi myomiR
dibandingkan sampel melalui darah walaupun myomiR dapat ditemukan secara stabil di
dalam cairan tubuh diantaranya air liur, urin, air susu dan darah, penelitian ini dilakukan
secara cross sectional, sehingga tidak bisa melihat perkembangan lebih lanjut, oleh karena itu

diperlukan penelitian yang berkelanjutan.

5.5. Hubungan Ekspresi MyomiR-206 dengan IL-6 pada Pasien Kanker Paru

Pada penelitian ini tidak didapatkan adanya korelasi yang bermakna antara ekspresi
myomiR-206 dengan IL-6. Penelitian ini berbeda dengan dengan penelitian yang dilakukan
oleh Georgantas dan rekan dimana penururan ekspresi myomiR—206 pada penderita DM
berhubungan dengan peningkatan sitokin.*” Hal ini disebabkan kadar 1L-6 pada penelitian ini
tidak semuanya mengalami peningkatan 1L-6, sebagian pasien mempunyai kadar IL-6 yang
normal. Kondisi ini bisa disebabkan karena hampir sebagian besar pasien sedang menjalani

pengobatan sehingga akan berdampak pada proses inflamasi.

5.6. Keterbatasan Penelitian

Penurunan berat badan sering digunakan sebagai indikator umum dalam penentuan
kaheksia pada kanker.®” Penurunan berat badan sangat dipengaruhi oleh berkurangnya massa
otot dan lemak. Seperti diketahui bahwa myomiR—206 berperan dalam proses myogenesis,
sehingga otot dijadikan sebagai ukuran terhadap aktifitas myomiR-206. Sehingga indikator

berat badan tidak dapat secara langsung dihubungkan dengan penurunan massa otot
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walaupun penurunan massa otot merupakan salah satu bagian dari berat badan, boleh jadi
penurunan berat badan bisa dipengaruhi penurunan lemak tanpa pengurangan massa otot.
Penelitian yang akan datang seharusnya dilakukan juga pengukuran terhadap massa otot dan
lemak dengan menggunakan cross-sectional computerized axial tomography and magnetic
resonance.®®

Salah satu komponen yang mempengaruhi penurunan berat badan adalah otot. Seperti
diketahui bahwa proses myogenesis otot rangka juga dipengaruhi oleh regulasi dari myomiR
yang lain seperti myomiR—1, myomiR-133, myomiR—208b, myomiR—499."% Sehingga
myomiR-206 tidak bisa dijadikan indikator tunggal pada proses penurunan berat badan

khususnya otot.
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BAB 6
KESIMPULAN DAN SARAN

Kesimpulan

Mayoritas pasien yang menderita kanker paru adalah laki — laki dengan umur rata —
rata 52 tahun. Sebagian besar pasien menderita kanker paru dengan gambaran
histologisnya berjenis adenokarsinoma dengan mayoritas pasien menjalani
kemoterapi.

Terdapat perbedaan bermakna kadar CRP antara IL-6 < 12,5 pg/mL dengan IL-6 >
12,5 pg/mL pada pasien kanker paru

Terdapat perbedaan ekspresi myomiR—206 antara pre kahkesia dengan kaheksia
namun tidak bermakna secara statistik

Tidak terdapat hubungan antara ekspresi myomiR-206 dengan IL-6.

Saran

Penurunan berat badan tidak bisa dijadikan indikator penurunan massa otot karena
penurunan berat badan bisa juga dipengaruhi oleh penurunan massa lemak tubuh.
Penelitian yang akan datang seharusnya dilakukan juga pengukuran terhadap massa
otot dan lemak dengan menggunakan cross-sectional computerized axial tomography
and magnetic resonance

Merekomendasikan penelitian lebih lanjut dengan pemeriksaan myomiR yang lain
seperti myomiR-1, myomiR-133, myomiR-208b, myomiR-499. Karena proses
myogenesis otot melibatkan banyak myomiR.

Merekomendasikan pemeriksaan melalui jaringan otot langsung untuk melihat
ekspresi myomiR secara lebih akurat. Mengingat ekspresi myomiR sangat ditentukan
oleh jenis otot.

Merekomendasikan penelitian berkelanjutan untuk melihat perkembangan lebih lanjut

dalam waktu yang lebih lama.
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Lampiran 2. Hasil Amplifikasi control, miRNA-16 dan myomiR-206
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Lampiran 3. Informed Consent

INFORMED CONSENT

Perkenalkan nama saya DR dr Noorwati Sutandyo SpPD — KHOM, dr Agus Rahmadi,
kami bermaksud melakukan penelitian mengenai hubungan antara myomiR—206 dengan
kaheksia pada pasien kanker paru di Rumah Sakit Kanker Dharmais Jakarta. Penelitian ini
dilakukan untuk melihat profil kaheksia pada kanker paru

Saya berharap Bapak/Ibu bersedia untuk menjadi responden dalam penelitian ini
dimana akan dilakukan anamnesis, pemeriksaan fisik dan pemeriksaan laboratorium terkait
dengan penelitian.

Semua informasi yang Bapak/lbu berikan terjamin kerahasiaannya. Setelah Bapak/Ibu
maksud dari kegiatan penelitian di atas, maka saya mohon untuk mengisi nama dan tanda
tangan di bawah ini

Saya setuju untuk ikut dalam penelitian ini

Nama

Tandatangan

Terima kasih atas kesediaan Bapak/Ibu untuk ikut serta dalam penelitian ini.
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