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ABSTRAK

Penyakit kanker paru merupakan jenis penyakit yang paling banyak
menyebakan kematian. Penderita kanker paru umumnya terdiagnosa pada
stadium lanjut dan sudah mengalami mestastasis sel kanker melalui
cairan tubuh seperti plasma dan urin, dan menyebar ke organ lain.
Biomarker genetik yang menjadi salah satu standar pemeriksaan kanker
paru adalah gen EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). Daerah mutasi
gen EGFR yang paling banyak ditemukan adalah gen EGFR exon 18, 19,
20, dan 21. Dalam penelitian ini dilakukan analisis pro iling genetik gen
EGFR pada target sekuen ekson 18 dan ekson 20 menggunakan sampel
urin yang dikumpulkan dari pasien kanker paru dari Rumah Sakit
Persahabatan Jakarta. Sebanyak 30 sampel urin dikumpulkan kemudian
masing-masing sampel diekstraksi menggunakan kit ekstraksi DNA
khusus. Ampli ikasi sekuen gen target EGFR ekson 18 dan 20 dilakukan
dengan menggunakan mesin PCR, kemudian amplikon yang diperoleh
dianalisis menggunakan metode sanger sekuensing untuk mengetahui lebih
lanjut pro il mutasi titik yang terjadi pada amplikon tersebut. Hasil analisis
menunjukkan terjadi mutasi titik G724S sebanyak 6% (2/30), mutasi
T790M sebanyak 50% (15/30) dan mutasi Q787Q sebanyak 60% (18/30).
Hasil ini menunjukkan bahwa sampel urin memiliki potensi besar
digunakan sebagai sampel dalam analisis biomarker genetik pada pasien
kanker paru.

Kata kunci: Epidermal Growth Factor Receptor, kanker paru,
sampel urin.

PENDAHULUAN

Data GLOBOCAN (Global Observatory for Cancer) tahun 2020 mencatat adanya
kasus kanker baru di dunia sebesar 19,3 juta orang, dan 11,4% diantaranya adalah penderita
kanker paru. Di Indonesia, pada tahun 2020 terdapat sebanyak 34.783 kasus baru pasien
kanker paru atau sekitar 8,8% dari jumlah kasus baru penderita kanker (Sung dkk., 2021).
Menurut data dari rumah sakit kanker Dharmais tahun 2018, kanker paru menduduki
peringkat ketiga dari semua jenis kanker pada pria dan wanita setelah kanker payudara
dan kanker serviks (Pusdatin Kemenkes, 2019). Jumlah penderita kanker paru menduduki
peringkat pertama pada laki-laki dan peringkat ke-4 pada wanita (Kristianto dan Rahman,
2019).

Terdapat dua jenis kanker paru yaitu karsinoma paru sel kecil (Small cell Lung
Cancer; SCLC) dan karsinoma paru bukan sel kecil (Non-Small Cell Lung Cancer;
NSCLC). Beberapa tipe NSCLC umumnya berupa adenokarsinoma, karsinoma sel
skuamosa, dan karsinoma sel besar. Tipe sel kanker yang paling banyak dijumpai dan

58



menimbulkan keganasan adalah sel adenokarsinoma (Hsu dkk., 2018). Pasien yang datang
ke rumah sakit pada umumnya terdeteksi sudah berada pada stadium lanjut dan mengalami
metastasis (advanced metastatic lung cancer). Pengobatan yang dapat dilakukan tidak lagi
melalui pengangkatan masa tumor di paru tetapi menggunakan kemoterapi atau obat terapi
target yang spesifik (Konig dkk., 2021).

Gen EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) diketahui menjadi salah satu
biomarker utama pada pemeriksaan kanker paru untuk tujuan pemilihan jenis terapi yang
tepat (Hsu dkk., 2018). Mutasi gen EGFR yang umum digunakan dalam pemeriksaan
adalah mutasi pada ekson 18, 19, 20, dan 21. Mutasi jenis delesi ekson 19 dan mutasi titik
pada ekson 21 L858R dan L861 Q umumnya menjadi penanda pada pemeriksaan pertama
saat pasien datang ke rumah sakit. Pemeriksaan mutasi pada ekson 18 G719S dan ekson 20
T790M umumnya berkaitan dengan kemungkinan terjadinya resistensi pengobatan dengan
terapi target lini pertama (Zaini dkk., 2019).

Pemeriksaan molekuler pasien kanker paru merupakan standar yang umum
digunakan di rumah sakit. Sampel yang digunakan adalah sampel yang berasal dari biopsi
jaringan paru. Teknik pengambilan sampel ini bersifat invasif dan menyakitkan jika perlu
dilakukan berulang untuk kebutuhan monitoring pengobatan (Mok dkk., 2018). Alternatif
sampel untuk pemeriksaan kanker paru telah banyak diteliti diantaranya adalah dari plasma
darah dan urin. Kedua sampel ini relatif mudah diperoleh dari pasien tanpa melukai (non-
invasif) (Berz dkk., 2016; Wang dkk., 2017; Satapathy dkk., 2021).

Urin merupakan sampel yang mudah diperoleh namun penggunaannya sebagai
sumber DNA untuk pemeriksaan biomarker genetik cukup sulit. DNA yang diperoleh dari
cairan urin terdapat dalam bentuk cell free DNA atau cfDNA. Pada umumnya, cfDNA
berada dalam keadaan terragmentasi sehingga sulit untuk diamplifikasi (Wang dkk.,
2017). Penelitian ini dilakukan untuk menyusun suatu metode PCR yang dapat digunakan
untuk mengamplifikasi sekuen target gen EGFR ekson 18 dan 20. Setelah produk amplikon
diperoleh kemudian dilakukan profiling jenis mutasi yang ditemui pada sekuen ekson 18
dan 20 menggunakan metode sanger sekuensing. Jenis mutasi yang umum terjadi pada
kedua ekson ini adalah mutasi titik G719S, G724S (Zhang dkk., 2018), Q787Q (Wu dkk.,
2022), dan T790M (Wang dkk., 2016).

METODE
Pengumpulan Sampel

Sampel urin diambil dari pasien yang telah dinyatakan menderita kanker paru melalui
pemeriksaan klinis dan CT Scan. Sebanyak 30 sampel dikumpulkan oleh tenaga klinis
dari Departemen Pulmonologi dan Kedokteran Respirasi Fakultas Kedokteran Universitas
Indonesia/ Rumah sakit Persahabatan Jakarta dengan izin etika penelitian nomor 396/
UN.F1/ETIK/2016.

Ekstraksi DNA
Sebanyak 500 uL-1000 uL cairan urin yang telah dihomogenkan diambil kemudian
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diekstraksi menggunakan QIAamp DNA micro kit (Qiagen, Hilden, Jerman). Proses
ekstraksi DNA mengikuti panduan kit yang digunakan. DNA yang telah diperoleh dilarutkan
dalam 50 pL buffer AE yang tersedia di dalam kit, kemudian diukur konsentrasinya
menggunakan alat nanodrop lalu disimpan di dalam freezer -20 °C sebelum digunakan
dalam proses analisis.

Ampli ikasi Sekuen Gen EGFR Ekson 18 dan 20

Amplifikasi target sekuen gen EGFR ekson 18 dan 20 dilakukan dengan menggunakan
mesin PCR Biorad T100. Reagensia yang digunakan untuk amplifikasi ekson 18 adalah
Iul primer forward (5‘-AGCATGGTGAGGGCTGAGGTGAC-3), 1ul primer reverse
(5°-ATATACAGC TTGCAAGGACTCTGG-‘3) 2,5ul buffer PCR, 0,5u1 dNTPs, 0,15ul
enzyme polimerase, dan 18,851l H20. Reagensia yang digunakan untuk amplifikasi ekson
20 adalah 0,4pl primer forward (5°‘-GATCGCATTCATGCGTCTTCACC-3), 0,4ul primer
reverse (5°-TTGCTATCCCAGGAG CGCAGACC-’3), 2,5ul buffer PCR, 0,5ul dNTPs,
0,5ul enzyme polimerase, dan 19,7ul H,O. Kedua gen target tersebut diamplifikasi
menggunakan protokol pra-PCR pada suhu 95°C selama 15 menit, 40 siklus PCR dengan
tahapan denaturasi pada suhu 95°C selama 20 detik, annealing pada suhu 62°C selama 1
menit dan extension pada suhu 72 °C selama 1 menit serta post-PCR pada suhu 72°C selama
3 menit. Sebagai kontrol positi proses amplifikasi PCR digunakan DNA yang diekstraksi
dari sel kultur ATCC H1975 yang diperoleh dari koleksi sel Pusat Riset Rekayasa Genetika
- BRIN. Proses analisis elektroforesis gel agarose 2% dilakukan untuk mengetahui
keberhasilan proses amplifikasi. Sebagai control proses amplifikasi digunakan NTC (no
template control) untuk mengetahui jika terjadi kontaminasi dalam proses amplifikasi yang
dapat diketahui dari adanya pita pada NTC. Sampel yang menghasilkan produk amplifikasi
dengan pita yang jelas kemudian dilanjutkan dengan analisis menggunakan sekuensing.

Analisis Data

Data sekuensing yang diperoleh berupa kromatogram dari amplikon gen target dan
deretan basa nukleotida yang berhasil diamplifikasi. File data kemudian dibuka dengan
software bioedit dan dianalisis secara deskriptif untuk melihat terjadinya perubahan pada
basa nukleotida.

HASIL DAN PEMBAHASAN

DNA sampel urin pasien kanker paru yang diperoleh memiliki konsentrasi yang
relatif rendah sekitar 5-20 ng/uL, namun secara umum memiliki tingkat kemurnian yang
cukup bagus yang ditunjukkan dengan data perbandingan absorbansi 260/280 berada
diantara nilai 1,8 - 2,0. DNA sampel kemudian diamplifikasi menggunakan metode PCR
(Polymerase Chain Reaction) sesuai dengan formula dan protocol yang telah dioptimasi.
Sebanyak 30 sampel pasien kanker paru berhasil diamplifikasi menggunakan primer yang
telah didesain pada ekson 18 dan ekson 20. Amplikon gen EGFR ekson 18 berukuran
sekitar 262 bp dan amplikon gen EGFR ekson 20 berukuran sekitar 362 bp. Hasil analisis
gel elektroforesis kedua jenis amplikon tersebut dapat dilihat pada Gambar 1.
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(i)

Gambar 1. Amplikon sekuen gen EGFR ekson 18 (i) dan ekson 20 (ii)

Hasil analisis sanger sekuensing menggunakan software bioedit diperoleh
kromatogram dan urutan basa nukleotida. Adanya mutasi pada basa nukleotida ditandai
dengan munculnya puncak tambahan pada puncak nukleotida tersebut (double peak).
Kontrol positif digunakan DNA yang berasal dari sel ATCC H1975 yang sudah diketahui
memiliki mutasi pada ekson 20 T790M.

Hasil analisis profiling gen EGFR ekson 18 dan 20 diketahui memiliki mutasi titik
pada G724S (ekson 18) serta Q787Q dan T790M (ekson 20). Mutasi pada beberapa titik
lain di dalam sekuen gen target tidak ditemukan. Mutasi G724S terletak pada kodon 724
dimana asam amino glycine berubah menjadi serine. Perubahan asam amino ini terjadi
akibat subtitusi basa guanine menjadi adenine. Mutasi Q787Q berupa silent mutation yang
terletak pada kodon 787 dimana tidak ada perubahan asam amino yang dikodekan (asam
amino glutamine) akan tetapi terjadi perubahan basa pada triplets penyusunnya yaitu basa
guanine yang disubtitusikan dengan basa adenine. Mutasi T790M terjadi pada kodon 790
dimana asam amino threonie berubah menjadi methionine. Perubahan asam amino ini
terjadi akibat subtitusi basa cyfocine menjadi timin. Pola kormatogram gen yang mengalami
mutasi dan gen yang tidak mengalami mutasi dapat dilihat pada Gambar 2.
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Gambar 2. Pola kromatogram gen EGFR normal (i) dan mutan (ii)

Jumlah prevalensi mutasi yang diperoleh dari 30 sampel urin pasien kanker paru
adalah mutasi titik G724S sebanyak 6% (2/30), mutasi T790M sebanyak 50% (15/30)
dan mutasi Q787Q sebanyak 60% (18/30) (Gambar 3). Jumlah prevalensi mutasi ini lebih
besar jika dibandingkan dengan prevalensi mutasi titik yang sama pada sampel plasma.
Zaini dkk. (2019) melaporkan temuan 5,4% mutasi gen EGFR T790M pada plasma sampel
pasien dari rumah sakit Persahabatan Jakarta. Sementara itu, jumlah prevalensi mutasi gen
EGFR T790M pada sampel biopsi pasien kanker Rumah Sakit Persahabatan sebesar 3,4%
(61/1779) (Syahruddin dkk., 2018).

Prevalensi Mutasi Gen EGFE Ekson 18 dan 20
(n=30)

1B
15

2

I
PREVALENSI

B G7155 W G7245 W Q7870 W T750M

Gambar 3. Grafik prevalensi mutasi titik gen EGFR ekson 18 dan 20
pada sampel urin
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Mekanisme ditemukannya DNA pada urin terjadi akibat adanya ¢cfDNA. cfDNA
terbagi menjadi dua jenis yaitu cfDNA darah dan cfDNA bukan darah. cfDNA bukan
darah merupakan fragmen DNA tumor yang berada pada cairan tubuh seperti urin, saliva,
sputum, cairan pleura dan cairan cerebrospinal (CSF) (Peng dkk., 2017). Setiap pasien
yang menderita tumor maupun kanker memiliki ¢cfDNA termasuk dalam hal ini adalah
pasien kanker paru. Ketika sel kanker pecah atau mati, sel akan mengalami lisis sehingga
melepaskan isi sel termasuk DNA yang berisi kode unik dari sel kanker tersebut ke dalam
aliran darah. DNA inilah yang akan bebas di dalam aliran darah yang kemudian dinamakan
cfDNA.

cfDNA yang terkandung di dalam urin berasal dari plasma darah yang dapat
melewati filtrasi ginjal. Selama sirkulasi, cDNA disaring dari darah ke dalam urin melalui
filtrasi ginjal yang memiliki membran permeable terhadap molekul DNA. A kan tetapi,
mekanisme translokasi DNA dari aliran darah ke urin belum diketahui. Secara teoritis,
senyawa yang melewati filtrasi ginjal akan tersaring oleh membran basal dan membran
celah diantara tangkai podocytes, hanya molekul yang berdiameter lebih kecil dari 6,4
nm dan dengan berat molekul tidak lebih dari 70kDa yang dapat melewati ginjal dan
memasuki nefron (Bryzgunova dan Laktionov, 2015). Selain itu, cfDNA yang bermuatan
negatif dapat melewati membran karena muatan negatif dari membran basal glomerulus.
Hal ini dapat terjadi karena bentuk non-globular atau oleh deformabilitas kompleks DNA.
Penjelasan lain adalah bahwa cfDNA dilapisi oleh liposom yang membuat cfDNA dapat
melalui ginjal. Selain itu, permeabilitas ginjal dapat meningkat untuk beberapa kondisi
fisik dan patologis, seperti kehamilan, kanker, dan peradangan (Lichtenstein dkk., 2001).
Su dkk. (2004) melaporkan dua kategori DNA yang terdapat di dalam urin yaitu DNA urin
dengan berat molekul rendah dan DNA urin dengan berat molekul tinggi. Kelas rendah
DNA urin adalah antara 150 hingga 250 bp dan berasal dari sirkulasi, sedangkan DNA urin
dengan berat molekul tinggi berukuran lebih besar dari 1 kb dan sebagian besar dari sel-sel
yang ditumpahkan ke saluran kemih.

Adanya penemuan DNA di dalam sampel urin pasien kanker paru yang dapat
digunakan dalam analisis lebih lanjut untuk pemeriksaan biomarker spesifik menunjukkan
bukti bahwa sampel urin memiliki potensi untuk digunakan secara rutin dalam pemeriksaan
biomarker genetik pasien. Data validasi teknik analisis yang tepat serta analisis perbandingan
dengan menggunakan sampel standar biopsi jaringan paru menjadi hal penting yang dapat
memperkuat penggunaan urin sebagai alternatif sampel pasine kanker paru terutama pada
pasien Advanced Metastatic Lung Cancer untuk keperluan pemilihan jenis terapi dan
monitoring selama menjalani pengobatan.

KESIMPULAN

Dari penelitian ini diperoleh kesimpulan bahwa mutasi gen EGFR dapat ditemukan
pada sampel urin pasien kanker paru. Profil genetik mutasi gen EGFR ekson 19 dan 20
pada sampel urin pasien kanker paru ditemukan adanya mutasi titik G724S pada 6% (2/30),
mutasi T790M sebanyak 50% (15/30) dan mutasi Q787Q sebanyak 60% (18/30).
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