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ABSTRAK

Kondisi pro-inflamasi memiliki peran penting dalam perkembangan, invasi, dan metastasis kanker kolorektal (KKR).
Beberapa penelitian mengungkapkan berbagai gen pro-inflamasi dalam karsinogenesis KKR, termasuk cyclooxygenase-2
(COX2) dan Chitinase-3-like protein 1 (CHI3LL). Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi polimorfisme gen COX-2
dan CHI3L1 pada pasien KKR di Bali. Data berasal dari 39 sampel pasien KKR, termasuk usia, jenis kelamin, diagnosis
patologi, grade, dan lokasi tumor. DNA diekstraksi dari sampel FFPE. Genotipe SNP COX-2 (rs20417) dan CHI3L1
(rs4950928) diidentifikasi menggunakan real time quantitative PCR menggunakan primer spesifik (rhAmpTM SNP
Genotyping System kit, IDT Technologies). Semua data dianalisis dengan SPSS versi 21. Hasil penelitian menunjukkan
bahwa usia rata-rata adalah 59,82+11,35 tahun, lebih tinggi pada kelompok usia di atas 50 tahun sebanyak 31 sampel
(79,5%). Sebagian besar sampel berjenis kelamin laki-laki sebanyak 24 sampel (61,5%) serta adenokarsinoma sebagai
diagnosis patologis terbanyak sebanyak 32 sampel (82,1%). Selain itu, sebagian besar sampel menunjukkan low grade
sebanyak 33 sampel (74,4%) dan lokasi tumor pada sisi kiri sebanyak 24 sampel (61,5%). Analisis hubungan SNP COX-2
(rs 20417) serta SNP CHI3L1 (rs4950928) dengan diagnosis patologi, grade dan lokasi menunjukkan nilai p>0,05. Secara
keseluruhan, dapat disimpulkan bahwa kasus CRC lebih tinggi pada usia di atas 50 tahun, jenis kelamin laki-laki, low grade
dan tumor sisi kiri. Dalam penelitian ini tidak ditemukan hubungan yang signifikan antara genotipe COX-2 dan CHI3L1
dengan diagnosis patologi, grade, dan lokasi tumor.

Kata kunci : CHI3L1., COX-2., SNP.
ABSTRACT

The pro-inflammatory condition has a critical role in promoting the progression, invasion, and metastasis of
colorectal cancer (KKR). Several studies revealed various pro-inflammatory genes in CRC carcinogenesis,
including cyclooxygenase-2 (COX2) and Chitinase-3-like protein 1 (CHI3L1). This study aimed to identify COX-
2 and CHI3L1 gene polymorphism of KKR in Bali. Data was from 39 CRC patients, including age, sex, pathology
diagnosis, histological grade, and tumor location. DNA was extracted from the FFPE samples. SNP genotyping of
COX-2 (rs20417) and CHI3L1 (rs4950928) was identified using real-time quantitative PCR (qPCR) using allele-
specific primer by rhAmp™ SNP Genotyping System kit (IDT Technologies). All data were analyzed by SPSS
version 21. The results showed that the average age was 59.82 + 11.35 years, higher in the age group above 50 years
as many as 31 samples (79.5%). Most of the samples were male, 24 samples (61.5%) and adenocarcinoma as the
most pathological diagnosis, 32 samples (82.1%). In addition, most of the samples showed low levels in 33 samples
(74.4%) and the location of the tumor was on the left side in 24 samples (61.5%). Analysis of the relationship
between SNP COX-2 (rs 20417) and SNP CHI3L1 (rs4950928) with pathological diagnosis, grade and location
showed a value of p>0.05. Taken together, it can be concluded that CRC cases are higher in those over 50 years of
age, male gender, low grade and left sided tumors. In this study, no significant association was found between COX-
2 and CHI3L1 genotypes with pathological diagnosis, grade, and tumor location.
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PENDAHULUAN

Kanker kolorektal (KKR) merupakan beban kesehatan di
seluruh dunia, dan merupakan kanker urutan ketiga dan kedua pada
pria dan wanita.! Kondisi pro-inflamasi sangat penting dalam
mendorong perkembangan, invasi, dan metastasis KKR.
Peradangan sangat berkontribusi untuk menginisiasi terjadinya
tumor, mengakumulasi mutasi gen dan perubahan epigenetik.?
Beberapa penelitian mengungkapkan peran berbagai gen pro-
inflamasi dalam karsinogenesis KKR, termasuk cyclooxygenase-2
(COX2) dan Chitinase-3-like protein 1 (CHI3L1).3*

Enzim cyclooxygenase-2 (COX-2) menghasilkan mediator
inflamasi dari asam arakidonat, yang pada akhirnya menghasilkan
prostaglandin.’  Prostaglandin  E2 (PGE2) berperan dalam
mengatur berbagai sel imun, kemudian didegradasi oleh NAD+-
dependent 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (15-PGDH).6
Studi terbaru mengungkapkan peran PGE2 dalam perkembangan
KKR, kanker prostat, kanker payudara, kanker lambung, dan
kanker paru-paru.”® Penelitian sebelumnya menemukan bahwa
penurunan perkembangan KKR dapat terjadi dengan cara
menghambat PGE2 atau COX-2. Selain itu, pasien KKR
mengekspresikan COX-2 secara berlebihan. 101!

CHI3L1 adalah protein yang ditemukan pada tahun 1992 dalam
cell line osteosarkoma manusia MG-63; selain itu, dikenal sebagai
human cartilage glycoprotein-39 (HC-gp-39) atau YKL-40.*
Secara fisiologis, protein YKL-40 berperan untuk memperbanyak
dan membedakan perubahan jaringan pada embrio dan janin.'2
Sehaliknya, protein YKL-40 ditemukan meningkat dalam kondisi
peradangan, seperti penyakit radang usus, kolitis ulseratif, penyakit
Crohn, dan KKR.1*¢ Beberapa penelitian menemukan ekspresi
berlebih dari YKL-40 yang merangsang KKR menjadi lebih
invasif dan lebih berisiko metastasis. Sel-sel epitel kolon
mengalami peradangan dengan aktivasi NF-kB dan peningkatan
ekspresi IL-8 yang diinduksi oleh YKL-40; selain itu, YKL-40
mendukung terjadinya displasia sel kolon.16-18

Peran penting COX-2 dan CHI3L1 dalam Kkarsinogenesis KKR
menunjukkan bahwa penelitian terkait variasi genetik (single
nucleotide polymorphism/SNP) dari kedua gen ini sangat penting,
yang dapat menjadi dasar implikasi klinis bagi pasien KKR. Oleh
karena itu, penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi
polimorfisme gen COX-2 (rs20417) dan CHI3L (rs4950928) pada
pasien KKR di Bali.

BAHAN DAN METODE

Ekstraksi DNA

DNA diekstraksi dari 39 sampel FFPE yang disimpan di
Departemen Patologi Fakultas Kedokteran sesuai protokol kit
(Thermo Scientific GeneJET FFPE DNA Purification Kit
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#K0882). Secara singkat, jaringan FFPE dipotong menggunakan
mikrotom (2-3 bagian, setiap bagian setebal 5 pm) ditambahkan
dengan 200 pL buffer lisis ke dalam tabung mikrosentrifus.
Sampel diinkubasi pada suhu 90°C selama 3 menit. Sampel
kemudian didinginkan hingga suhu kamar dan selanjutnya
diinkubasi pada suhu 65 ° C selama 50 menit dalam termoshaker
(300-400 rpm). Setelah menginkubasi sampel pada suhu 90°C
selama 40 menit, sentrifugasi dilakukan pada 6000xg selama 1
menit dan 200 pL lisat dipindahkan ke tabung mikrosentrifus 1,5
mL yang baru. Sebanyak 10 pL larutan RNase A ditambahkan dan
divorteks. Setelah 10 menit inkubasi pada suhu kamar,
ditambahkan 200 pL binding buffer dan 400 pL etanol (96-100%).
Lisat kemudian dipindahkan ke spin column dan disentrifugasi
selama 1 menit pada 6000 x g. Tahap pencucian dilakukan dengan
menggunakan 500 pL wash buffer 1 dan 500 pL wash buffer 2
secara berurutan. DNA dimurnikan menggunakan 60 pL buffer
elusi. Konsentrasi DNA diukur menggunakan SimpliNano
(Biochrom). DNA disimpan pada suhu -20°C sampai digunakan.

SNP Genotyping

Genotipe SNP dari COX-2 (rs20417) dan CHI3L1 (rs4950928)
diidentifikasi menggunakan gPCR mengikuti protocol dari
rhAmpTM SNP Genotyping System kit (IDT). Pewarna FAM dan
VIC/HEX/JOE digunakan untuk alel referensi dan alel alternatif.
Master mix 2x dan reporter mix 40x (rasio 20:1) digabungkan dan
dicampur untuk campuran reaksi total 10ul dengan rumus berikut:
master mix dan reporter mix sebanyak 5,3pl, SNP rhAmp ™ assay
sebanyak 0,5ul (20x) dan nuclease-free water sebanyak 2.2ul.
Untuk amplifikasi, 8l campuran reaksi digabungkan dengan 2pl
DNA (10ng/ul) dan dijalankan untuk qPCR (gTower, Analytic
Jena) dengan program sebagai berikut: aktivasi enzim pada 95°C
selama 10 menit, diikuti 40 siklus yang terdiri dari denaturasi pada
95°C selama 10 detik, annealing pada 60°C selama 30 detik dan
ekstensi pada 68°C selama 20 detik.

Analisis statistik

Uji Fisher exact digunakan untuk menganalisis
hubungan antara polimorfisme gen COX-2 and CHI3L1
dengan diagnosis patologi, grade, dan lokasi tumor. Nilai p
di bawah 0,05 menunjukkan perbedaan yang signifikan.

HASIL

Dari 39 sampel ditemukan bahwa rerata usia adalah 59,82+11,35
tahun, yang dominan pada kelompok usia di atas 50 tahun (79,5%).
Sebagian besar sampel berjenis kelamin laki-laki (61,5%),
adenokarsinoma (82,1%), low grade (84,6%) dan lokasi kanker di
sisi kiri (61,5%) (Tabel 1).
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Tabel 1. Karakteristik pasien KKR

Variabel Nilai
(n=39)

Umur (tahun) 59,82+11,348

<50 8 (20,5%)

>50 31 (79,5%)
Jenis kelamin

Laki-laki 24 (61,5%)

Perempuan 15 (38,5%)
Diagnosis patologi

Adenokarsinoma 32 (82,1%)

Mucinous Carcinoma 5 (12,8%)

Signet Ring Carcinoma 2 (5,1%)
Grade

Low 33 (84,6%)

High 6 (15,4%)
Lokasi tumor

Kiri 24 (61,5%)

Kanan 15 (38,5%)

Data SNP gen COX-2 (rs20417) dan SNP gen CH3L1 dan lokasi tumor dapat dilihat pada Tabel 2 dan Tabel 3.
(rs4950928) berdasarkan diagnosis patologi, grade

Tabel 2. Distribusi genotipe COX-2 (rs20417) berdasarkan diagnosis patologi, grade dan lokasi tumor

. rs20417
Variabel co [cC P
Diagnosis patologi
Adenokarsinoma 27 (84,4%) 5 (71,4%)
Mucinous Carcinoma 4 (12,5%) 1 (14,3%) 0466
Signet Ring Carcinoma 1(3,1%) 1 (14,3%)
Grade
Low 28 (87,5%) 5 (71,4%)
0,286
High 4 (12,5%) 2 (28,6%)
Lokasi tumor
Kiri 21 (65,6%) 3 (42,9%)
0,242
Kanan 11 (34,4%) 4 (57,1%)
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Tabel 3. Distribusi genotipe CHI3L1 (rs4950928) berdasarkan diagnosis patologi,

grade dan lokasi tumor

Variabel rs4950928 P
CC&CG | GG
Diagnosis patologi
Adenokarsinoma 23 (85,2%) 9 (75,0%)
Mucinous Carcinoma 4 1 (8.3%)
(14,8%) 0,087
Signet Ring Carcinoma 0 2 (16,7%)
(0,0%)
Grade
Low 24 (88,9%) 9 (75,0%)
. 3 3 (25,0% 0,081
High (11,1%) ( :
Lokasi tumor
Kiri 18 (66,7%) 6 (50,0%)
9 6 (50,0% 0,323
Kanan (33,3%) ( )

PEMBAHASAN

Dalam penelitian ini ditemukan bahwa pasien KKR
sebagian besar berusia di atas 50 tahun dan berjenis kelamin
laki-laki. Adenokarsinoma dan low grade paling banyak
ditemukan pada sampel serta lokasi tumor di sebelah Kiri.
Genotipe COX-2 dan CHI3L tidak berhubungan dengan
karakteristik klinikopatologi, seperti diagnosis patologi,
grade, dan lokasi tumor.

Usia rerata penderita KKR adalah sekitar 60 tahun,
dengan pria cenderung memiliki prevalensi yang lebih tinggi
daripada wanita.! Data ini juga didukung oleh data
GLOBOCAN, di mana wanita memiliki insiden yang lebih
rendah daripada pria. Selain itu, prevalensi KKR meningkat
>90% setelah usia 50 tahun.*® Sebuah penelitian sebelumnya
di Bali menunjukkan bahwa diagnosis pasien KKR paling
banyak adalah adenokarsinoma (98%). Selain itu, rektum
adalah tempat yang paling banyak terkena kanker.

Siklooksigenase memainkan peran penting dalam
proses inflamasi dengan mengubah asam arakidonat menjadi
prostaglandin, suatu proses inflamasi yang ditemukan pada
kanker.>° Moatter dkk menemukan hubungan yang
signifikan antara haplotype rs68965G-689466A-20417C
(OR 2,909; IK 95% 1,3776.327; p=0,007) dan kanker
payudara dalam analisis varian alel gabungan.?* Penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa terdapat overekspresi
COX- 2 pada lebih dari 72% kasus KKR.?? Namun, suatu
studi polimorfisme gen COX-2 pada populasi di Brasil tidak
menemukan adanya hubungan antara polimorfisme COX-2
1195A>G dan 8473T>C dengan risiko KKR.%

Chitinase-3-like 1 (CHI3L1) atau YKL-40
ditranskripsi dari gen Chitinase-3-like 1 yang terletak pada
kromosom 1g32.1.4 Sebuah studi prospektif berbasis
populasi umum Denmark menemukan delapan SNP gen
CHI3L1 yang berkorelasi dengan kadar plasma YKL-40.24
YKL-40 berperan dalam proses proliferasi sel, anti-
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apoptosis, dan angiogenesis, terutama pada kanker.?
Penelitian menunjukkan CHI3L1 SNPs rs6691378 dan
rs10399805 dikaitkan dengan perkembangan lesi pra-kanker
serviks dan kanker invasif.?®® Juga, pasien kanker payudara
dengan CHI3L1 rs4950928 memiliki peningkatan risiko yang

signifikan (p=0.025).%" Penelitian di Mesir yang
mengevaluasi 77 pasien KKR dan 36 pasien sehat
menemukan bahwa alel C rs4950928 lebih banyak

diekspresikan pada kanker rektal daripada kanker usus besar.
Selain itu, alel C dikaitkan dengan peningkatan serum TGF-
betal dan YKL-40. Namun, frekuensi alel dan genotipe
CHI3L1 tidak ditemukan perbedaan yang signifikan antara
pasien KKR dan kontrol yang sehat.?

SIMPULAN DAN SARAN

Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa kasus CRC lebih
tinggi pada usia di atas 50 tahun, jenis kelamin laki-laki, low grade
dan tumor sisi kiri. Dalam penelitian ini tidak ditemukan hubungan
yang signifikan antara genotipe COX-2 (rs 20417) serta SNP
CHI3L1 (rs4950928) dengan diagnosis patologi, grade, dan lokasi
tumor. Penelitian lebih lanjut terkait patogenesis molekuler KKR
perlu dilakukan untuk memahami karsinogenesis KKR sehingga
dapat bermanfaat untuk kepentingan Klinis.
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