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ABSTRAK

ANALISIS STATUS METILASI GEN SEPTIN9 DAN ZNF671 DALAM
SAMPEL SALIVA SEBAGAI BIOMARKER POTENSIAL UNTUK
DETEKSI DINI KANKER NASOFARING

Oleh

GHINA AUFA FATHINA AZHAR

Kanker nasofaring (NPC) yang berhubungan dengan infeksi Epstein-Barr Virus (EBV)
sering terdiagnosis pada stadium lanjut karena lokasi nasofaring yang sulit dijangkau. Oleh
karena itu, deteksi dini berbasis metode non-invasif menjadi sangat penting. Penelitian ini
bertujuan menganalisis status metilasi gen SEPTIN9 dan ZNF671 dalam saliva sebagai
biomarker potensial untuk deteksi dini NPC. Sampel terdiri dari 20 subjek sehat (10 EBV
positif, 10 EBV negatif), 10 pasien NPC EBV positif, serta sel RAJI sebagai kontrol positif.
Deteksi metilasi dilakukan menggunakan metode Methylation Sensitive Restriction
Enzyme PCR (PCR-MSRE) dengan enzim Hpall dan Mspl. Uji normalitas dilakukan
dengan Shapiro-Wilk, sedangkan perbandingan antar kelompok dianalisis menggunakan
uji Mann-Whitney. Hasil menunjukkan tidak ada perbedaan signifikan pada status metilasi
antar kelompok (p>0,05). Meskipun demikian, penelitian ini menunjukkan bahwa saliva
berpotensi digunakan sebagai sampel non-invasif untuk mendeteksi metilasi DNA pada

gen target terkait NPC.

Kata Kunci: Epstein-Barr Virus, Metilasi DNA, PCR MSRE



ABSTRACT

ANALYSIS OF SEPTIN9 AND ZNF671 GENE METHYLATION STATUS
IN SALIVA SAMPLES AS A POTENTIAL BIOMARKER FOR EARLY
DETECTION OF NASOPHARYNGEAL CANCER

By

GHINA AUFA FATHINA AZHAR

Nasopharyngeal carcinoma (NPC), commonly associated with Epstein-Barr Virus
(EBV) infection, is often diagnosed at an advanced stage due to the anatomically
inaccessible location of the nasopharynx. Therefore, early detection through non-
invasive methods is crucial. This study aimed to evaluate the methylation status of the
SEPTIN9 and ZNF671 genes in saliva as potential biomarkers for early NPC detection.
Samples were collected from 20 healthy individuals (10 EBV-positive and 10 EBV-
negative), 10 EBV-positive NPC patients, and RAJI cells as a positive control. DNA
methylation was assessed using the Methylation Sensitive Restriction Enzyme PCR
(MSRE PCR) method with Hpall and Mspl enzymes. Normality was tested using the
Shapiro-Wilk test, and group comparisons were performed using the Mann-Whitney U
test. The results showed no statistically significant differences in methylation status
between groups (p > 0.05). Although not statistically significant, the findings suggest
that saliva is a feasible non-invasive sample for detecting DNA methylation in target

genes associated with NPC.

Keywords: Epstein-Barr Virus, DNA Methylation, MSRE-PCR
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I. PENDAHULUAN

1.1 Latar Belakang
Kanker nasofaring (NPC) telah menjadi tantangan kesehatan masyarakat yang
signifikan di Indonesia. Data epidemiologi menunjukkan angka kejadian NPC
mencapai 6,2 per 100.000 penduduk, yang menghasilkan sekitar 13.000 kasus
baru setiap tahunnya. Penyakit ini umumnya menyerang individu pada usia
produktif, yaitu antara 20 hingga 50 tahun. Kondisi tersebut berdampak
signifikan terhadap aspek sosial dan ekonomi, terutama melalui penurunan
produktivitas serta peningkatan beban biaya pelayanan kesehatan (Adham et
al., 2012).

Kompleksitas NPC terletak pada karakteristik anatomisnya yang tersembunyi
di daerah nasofaring, ditambah dengan manifestasi gejala awal yang bersifat
non-spesifik. Kondisi ini menyebabkan sebagian besar diagnosis NPC baru
ditegakkan pada stadium lanjut, sehingga mempersulit upaya deteksi dini
(Chan et al., 2017). Realitas tersebut menegaskan kebutuhan mendesak akan
pengembangan metode skrining yang tidak hanya efektif secara klinis, tetapi
juga mudah diakses secara geografis dan ekonomis. Hal ini menjadi sangat
krusial di wilayah endemik seperti Indonesia, di mana keterbatasan akses
terhadap fasilitas diagnostik canggih masih menjadi kendala utama dalam

penanganan NPC.

Patogenesis NPC erat kaitannya dengan infeksi Epstein-Barr Virus (EBV),
virus herpes yang hampir ditemukan pada semua manusia dan berperan besar

dalam perkembangan kanker ini (Su et al., 2023). EBV tidak hanya bertindak



sebagai pemicu awal terjadinya kanker, tetapi juga menginduksi perubahan
epigenetik yang mendasar dalam proses karsinogenesis. Di antara berbagai
perubahan epigenetik yang terjadi, metilasi DNA merupakan kunci
mekanisme yang mempengaruhi ekspresi gen dalam sel. Metilasi DNA adalah
proses epigenetik di mana gugus metil ditambahkan pada residu sitosin di
pulau CpG, yang secara langsung mempengaruhi aktivitas gen tanpa

mengubah sekuens DNA itu sendiri (Hsu et al., 2025).

Perubahan pola metilasi DNA dalam NPC menunjukkan dua fenomena yang
berbeda namun saling berkaitan dalam proses karsinogenesis. Hipermetilasi
atau peningkatan metilasi pada promotor gen tumor suppressor dapat
menurunkan ekspresi gen tersebut, sehingga memungkinkan sel-sel abnormal
tumbuh tanpa kontrol dan berkembang menjadi kanker (Mazloumi ef al.,
2022). Di sisi lain, hipometilasi atau penurunan metilasi di daerah yang
seharusnya tetap dimetilasi dapat mengaktifkan onkogen, yaitu gen yang
mendorong pertumbuhan dan pembelahan sel secara tidak terkendali.
Fenomena hipometilasi ini sangat menarik karena sering ditemukan pada
tahap awal penyakit dan berperan penting dalam transformasi sel normal

menjadi sel kanker (Hoang & Landi, 2022).

Keberadaan perubahan epigenetik pada stadium awal perkembangan NPC
memberikan peluang besar untuk pengembangan strategi diagnostik yang
lebih efektif. Perubahan epigenetik ini dapat dideteksi pada berbagai sampel
biologis yang relatif mudah diperoleh, sehingga membuka peluang untuk
metode diagnostik yang lebih sederhana dan non-invasif. Pendekatan
diagnostik berbasis perubahan epigenetik ini diharapkan dapat mengatasi
keterbatasan metode konvensional, khususnya dalam hal aksesibilitas dan
efektivitas deteksi dini. Dengan demikian, pengembangan metode skrining
berbasis biomarker epigenetik dapat menjadi solusi strategis untuk
meningkatkan deteksi dini NPC, terutama di daerah endemik dengan

keterbatasan sumber daya diagnostik.



Dalam konteks pengembangan metode diagnostik non-invasif tersebut, saliva
muncul sebagai medium diagnostik yang sangat menjanjikan. Pendekatan
penggunaan saliva memiliki beberapa keunggulan utama, yaitu sifatnya yang
non-invasif, mudah dikumpulkan, dan memungkinkan pengambilan sampel
secara mandiri. Keunggulan ini menjadi sangat relevan terutama di daerah
dengan sumber daya kesehatan terbatas. Saliva mengandung berbagai
biomolekul penting dan sel turunan tumor yang menawarkan potensi untuk
skrining kanker kepala dan leher, termasuk NPC, dengan sensitivitas dan
spesifisitas yang baik. Penggunaan saliva sebagai medium diagnostik tidak
hanya meningkatkan kenyamanan pasien, tetapi juga dapat mengurangi biaya
dan risiko komplikasi dibandingkan dengan metode invasif seperti biopsi atau

pengambilan darah (Kumar ef al., 2024).

Berdasarkan potensi tersebut, fokus penelitian diarahkan pada evaluasi
metilasi gen SEPTINY dan ZNF671 dalam saliva sebagai biomarker untuk
deteksi dini NPC. Pemilihan kedua gen ini didasarkan pada studi terdahulu
yang menunjukkan bahwa SEPTIN9 mengalami hipermetilasi pada 92% kasus
NPC dengan sensitivitas mencapai 90,5% dalam sampel swab nasofaring (Lyu
et al.,2020). Sementara itu, ZNF671 juga menunjukkan pola metilasi yang
signifikan dalam jaringan NPC mencapai 8,9 kali lebih tinggi dibandingkan
jaringan non-NPC (Xu ef al., 2020). Meskipun demikian, pemanfaatan kedua
gen ini dalam saliva sebagai medium diagnostik masih belum banyak

dieksplorasi, sehingga menjadi celah pengetahuan yang perlu dijawab.

Penelitian ini menerapkan teknik Methylation-sensitive restriction enzyme
PCR (PCR MSRE) untuk mengidentifikasi pola metilasi yang khas, sehingga
dapat membedakan individu sehat dari pasien NPC. Keberhasilan validasi
metilasi SEPTIN9 dan ZNF671 dalam saliva berpotensi menjadi terobosan
menuju pengembangan alat skrining yang terjangkau dan mudah diakses. Pada
akhirnya, hal ini diharapkan dapat berkontribusi dalam menurunkan angka

kematian akibat NPC di Indonesia, sehingga penelitian ini tidak hanya



memiliki nilai ilmiah tetapi juga dampak nyata dalam menjawab kebutuhan

kesehatan masyarakat.

1.2 Tujuan Penelitian
Tujuan dari penelitian ini adalah sebagai berikut:
1. Mengidentifikasi status metilasi gen SEPTIN9 dan ZNF671 pada sampel
subjek normal dan pasien kanker nasofaring.
2. Mengidentifikasi potensi deteksi metilasi gen SEPTIN9 dan ZNF671

dalam sampel saliva sebagai sumber non-invasif.

1.3 Kerangka Berpikir
Kanker nasofaring memiliki karakteristik yang tersembunyi sehingga
menyulitkan deteksi dini. Ketika gejala mulai dirasakan, kanker ini sering kali
sudah memasuki stadium lanjut dan peluang kesembuhan menjadi sangat
kecil. Kondisi ini mendorong perlunya dikembangkan cara baru untuk
mendeteksi kanker nasofaring lebih awal, sehingga pasien memiliki

kesempatan hidup yang lebih baik.

Kunci pemecahan masalah terletak pada pemahaman bahwa virus EBV yang
menginfeksi sel-sel nasofaring meninggalkan jejak molekuler berupa
perubahan pola metilasi DNA. Perubahan ini terjadi pada gen-gen penting
seperti SEPTIN9 dan ZNF671 yang berperan sebagai gen tumor suppressor,
sehingga menciptakan pola metilasi khusus yang dapat membedakan antara
sel normal dan sel yang berpotensi menjadi kanker. Menariknya, perubahan
molekuler ini umumnya terjadi jauh sebelum munculnya gejala klinis,

sehingga memberikan peluang strategis untuk deteksi dini.

Berdasarkan fenomena tersebut, penelitian ini dibangun atas asumsi bahwa
pola metilasi gen SEPTIN9 dan ZNF671 pada individu yang sehat akan
berbeda secara signifikan dengan pola metilasi pada penderita kanker

nasofaring. Perbedaan pola ini dapat dijadikan sebagai potensi biomarker



yang dapat diandalkan untuk membedakan status kesehatan seseorang,

bahkan sebelum gejala klinis berkembang.

Untuk membuktikan konsep ini, penelitian dilakukan menggunakan
pendekatan yang praktis dan mudah diterima oleh masyarakat, yaitu
menganalisis saliva sebagai sumber sampel. Dari sampel saliva tersebut,
DNA akan diekstraksi dan dianalisis untuk mengidentifikasi pola metilasi
kedua gen target. Keberhasilan penelitian ini akan menghasilkan inovasi
berupa metode skrining yang sederhana, ekonomis, dan dapat diakses secara
luas. Dengan adanya cara deteksi dini yang lebih praktis, diharapkan kasus
kanker nasofaring dapat ditemukan pada stadium awal, sehingga angka

kematian akibat penyakit ini dapat ditekan secara signifikan.

1.4 Manfaat Penelitian
Hasil penelitian ini diharapkan dapat memberikan manfaat sebagai berikut:
1. Memberikan dasar mengenai perbedaan status metilasi gen SEPTIN9 dan
ZNF671 pada sampel saliva subjek normal dan pasien kanker nasofaring.
2. Mendukung penggunaan saliva sebagai sampel non-invasif yang efektif

untuk analisis metilasi gen.

1.5 Hipotesis Penelitian
Hipotesis dari penelitian ini adalah sebagai berikut:

1. Metilasi gen SEPTIN9 dan ZNF671 meningkat pada sampel saliva
pasien kanker nasofaring dibandingkan dengan sampel saliva subjek
normal.

2. Sampel saliva efektif untuk mendeteksi metilasi gen SEPTIN9 dan
ZNF671.



II. TINJAUAN PUSTAKA

2.1 Epigenetika dan Metilasi DNA
Epigenetika adalah bidang studi yang berfokus pada perubahan ekspresi gen
tanpa mengubah urutan DNA itu sendiri, memainkan peran kunci dalam
pengaturan aktivasi atau inaktivasi gen yang memengaruhi perkembangan
dan fungsi organisme (Tao et al., 2024). Mekanisme utama epigenetik
mencakup modifikasi kimia pada DNA atau protein histon, seperti metilasi
DNA dan asetilasi histon. Metilasi DNA, yang melibatkan penambahan
gugus metil pada sitosin dalam dinukleotida CpG, sering kali menyebabkan
inaktivasi gen dengan menghambat akses mesin transkripsi ke DNA (Zhang
et al., 2023). Sebaliknya, asetilasi histon, yang dikatalisis oleh enzim histone
acetyltransferase (HAT), dapat membuka struktur kromatin, memfasilitasi
transkripsi gen dengan meningkatkan aksesibilitas DNA untuk faktor
transkripsi (Tao et al., 2024).

Epigenetika menunjukkan bagaimana faktor lingkungan dan gaya hidup
mempengaruhi ekspresi gen. Pola makan, pola tidur, paparan bahan kimia,
dan stres berperan dalam aktivitas epigenetik, yang berkontribusi pada
perkembangan penyakit kronis serta respons terhadap pengobatan. Penelitian
epigenetik telah memberikan wawasan baru dalam memahami penyakit
genetik dan kompleks, termasuk kanker, diabetes, dan gangguan
neuropsikiatrik, serta membuka peluang pengembangan terapi yang lebih
tepat sasaran dan pencegahan penyakit melalui intervensi epigenetik

(Saraswaty et al., 2023).



Metilasi DNA adalah proses penambahan gugus metil (CHs) pada basa sitosin
(C) dalam DNA, khususnya pada situs dinukleotida CpG. Situs CpG adalah
area di mana sitosin dan guanin berdekatan dalam satu untai DNA. Ketika
terjadi metilasi pada situs CpG di daerah promotor gen, biasanya dapat
menyebabkan gen tersebut menjadi tidak aktif atau mengalami penurunan
ekspresi. Proses ini merupakan salah satu mekanisme penting dari epigenetik,
yang berarti bahwa metilasi DNA dapat mempengaruhi ekspresi gen tanpa
mengubah urutan DNA. Dalam genom mamalia, sekitar 60% situs CpG
mengalami metilasi yang terjadi di daerah yang dikenal sebagai "CpG
island”. Oleh karena itu, metilasi DNA berperan penting dalam regulasi gen

dan menjaga stabilitas genom (Joseph et al., 2018; Almatarneh et al., 2022).

2.2 Metilasi DNA dalam Regulasi Gen
2.2.1 Transkripsi dan Translasi

Transkripsi adalah proses di mana molekul asam ribonukleat (mRNA)
pembawa pesan dibentuk berdasarkan urutan DNA suatu gen. RNA
polimerase merupakan enzim yang bertanggung jawab untuk sintesis
mRNA dari DNA, mengenali dan mengikat ke daerah promotor yang
terletak di hulu gen sebelum memulai transkripsi. Setelah terbentuk,
mRNA berfungsi sebagai blueprint untuk perakitan asam amino, di mana
setiap triplet (pasangan rangkap tiga) basa menyandikan satu asam amino
tertentu. Proses ini dilanjutkan dengan translasi, di mana mRNA
diterjemahkan menjadi protein yang berperan dalam mengatur atau
mendukung fungsi sel. Rangkaian proses transkripsi dan translasi ini
menggambarkan dogma sentral biologi molekuler, di mana ekspresi gen
berhasil menghasilkan protein fungsional dari urutan genetik tertentu

(Saponaro, 2022).



2.2.2 Mekanisme Metilasi DNA dalam Mempengaruhi Regulasi Gen

Metilasi DNA dimediasi oleh satu atau lebih dari sekelompok enzim
yang dikenal sebagai DNA metiltransferase (DNMT). Enzim ini
mengikat DNA dan "memutar" sitosin dari heliks DNA untuk
menambahkan kelompok metil ke posisi 5° dari sitosin. DNMT
mencakup DNMT1, DNMT?2, dan subfamili DNMT3 yang terdiri dari
DNMT3A, DNMT3B, dan DNMT3L. DNMT1 (DNA Methyltransferase
1) cenderung mengikat situs DNA yang sudah termetilasi sebagian
(hemi-metilasi) dan berperan dalam mempertahankan pola metilasi
selama replikasi sel. DNMT 1 berlokasi di tempat replikasi DNA dan
memastikan pola metilasi ini diwariskan ke sel anak. Sementara itu,
DNMT3A dan DNMT3B bertindak sebagai metiltransferase de novo,
yang berarti mereka dapat menambahkan gugus metil ke DNA yang
belum mengalami metilasi. Kedua enzim ini sangat penting selama
perkembangan embrio dan gametogenesis, karena mereka bekerja sama
untuk menetapkan pola metilasi baru yang diperlukan untuk regulasi gen
yang tepat. Terakhir, DNMT3L, meskipun tidak memiliki aktivitas
katalitik sendiri (tidak dapat menambahkan gugus metil), enzim ini
berfungsi sebagai ko-regulator yang membantu DNMT3A dan DNMT3B

dalam proses metilasi de novo (Joseph et al., 2018).

Ketika kelompok metil ditambahkan ke daerah promotor gen, hal ini
dapat menghalangi faktor transkripsi, yaitu protein yang diperlukan untuk
memulai proses transkripsi (pembacaan gen) (Ji et al., 2023).
Penghambatan ini terjadi karena metilasi dapat menarik protein spesifik
yang berfungsi sebagai penghambat transkripsi ke urutan DNA yang
termetilasi. Misalnya seperti protein MeCP2, yang termasuk kedalam
protein pengikat metil CpG. Protein ini akan mengenali dan mengikat
secara selektif ke situs CpG yang termetilasi. Ketika protein ini mengikat
DNA yang termetilasi, mereka akan memicu deasetilasi pada protein
histon. Protein histon berfungsi sebagai "gulungan" tempat DNA

membungkus dirinya untuk membentuk struktur yang disebut kromatin.
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Dalam konteks regulasi gen, asetilasi histon biasanya membuka struktur
kromatin, membuat DNA lebih mudah diakses oleh mesin transkripsi,
dan mendukung ekspresi gen. Sebaliknya, deasetilasi histon
menyebabkan kromatin menjadi lebih padat dan kurang dapat diakses
oleh mesin transkripsi, sehingga mengganggu mekanisme transkripsi dan

menghambat ekspresi gen (Ji et al., 2023; Yi-Ming et al., 2023).

Hipermetilasi dan Hipometilasi

Peningkatan metilasi (hipermetilasi) di lokasi yang sebelumnya tidak
termetilasi, seperti pada daerah promotor gen fumor suppressor, dapat
menyebabkan gen tersebut menjadi "dibungkam" atau mengalami
silencing. Hal ini terjadi karena gugus metil yang ditambahkan dapat
menghalangi akses faktor transkripsi ke DNA, yang secara langsung
menghambat proses transkripsi sehingga gen tersebut menjadi tidak aktif
dan tidak mampu menjalankan fungsinya. Akibatnya, apabila gen tumor
suppressor yang berperan dalam mencegah pembelahan sel yang tidak
terkendali menjadi tidak aktif, maka akan memungkinkan sel kanker

untuk tumbuh dan berkembang (Al-Jumaili, 2024).

Sebaliknya, hipometilasi (kurangnya metilasi) memungkinkan akses yang
lebih mudah bagi faktor transkripsi ke DNA. Akibatnya, gen yang
sebelumnya tidak aktif dapat diaktifkan kembali, sehingga terjadi
peningkatan ekspresi gen tersebut. Hal ini dapat mengakibatkan aktivasi
gen, terutama gen-gen yang mungkin seharusnya tetap dalam keadaan
tidak aktif untuk mencegah pertumbuhan sel yang tidak terkendali.
Misalnya, hipometilasi dapat menyebabkan aktivasi gen onkogen, yaitu
gen yang ketika diekspresikan secara berlebihan atau tidak terkendali,
dapat menyebabkan kanker (Howard et al., 2022). Selain menyebabkan
aktivasi gen, hipometilasi juga berkontribusi pada ketidakstabilan genom.
Ketidakstabilan ini terjadi karena hipometilasi dapat mengaktifkan
elemen transposon yaitu segmen DNA yang dapat berpindah-pindah dari

satu lokasi ke lokasi lain dalam genom suatu organisme. Aktivasi
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elemen-elemen ini dapat menyebabkan penyisipan, penghapusan, atau
duplikasi sekuens DNA di lokasi yang berbeda dalam genom, yang
berpotensi menyebabkan mutasi yang mendukung perkembangan kanker

atau penyakit lainnya (Pappalardo & Barra, 2021).

2.3 Epstein-Barr Virus (EBV)
2.3.1 Sejarah, Definisi, dan Struktur EBV

Epstein-Barr Virus (EBV) pertama kali ditemukan oleh Michael Epstein
dan Yvonne Barr pada tahun 1964 dalam sampel sel dari limfoma Burkitt
(Shechter et al., 2022). Sejak penemuan tersebut, EBV menjadi subjek
penelitian yang signifikan. Pada tahun 1966, ditemukan bahwa pasien
dengan limfoma Burkitt dan karsinoma nasofaring memiliki kadar
antibodi EBV yang tinggi. Tahun 1968, EBV diidentifikasi sebagai
penyebab Mononukleosis Infeksiosa (IM) atau sering disebut juga
sebagai “the kissing disease” karena penyakit ini ditularkan melalui air
liur. Penelitian lanjutan kemudian mengonfirmasi adanya asam nukleat
spesifik EBV di dalam sel NPC. Sejak itu, DNA EBV ditemukan dalam
jaringan dari berbagai jenis kanker lainnya (Yu & Robertson, 2023).

EBV termasuk anggota famili Herpesviridae, lebih spesifiknya subfamili
Gammaherpesvirinae dan juga dikenal sebagai Human herpesvirus 4
(HHV4) (Shechter et al., 2022). Virus ini umum ditemukan di seluruh
dunia dengan prevalensi sekitar 90-95% pada populasi dewasa (Silva et
al., 2024). EBV merupakan virus onkogenik pertama yang ditemukan
pada manusia dan telah dikaitkan dengan penyakit ganas, termasuk
kanker epitel dan limfoma. Penularan utama EBV terjadi melalui air liur,
di mana setelah infeksi awal, kadar DNA virus dalam air liur akan terus
meningkat (Shechter ef al., 2022). Selain itu, penyebaran virus ini juga
dapat terjadi melalui paparan cairan tubuh lainnya, seperti air susu ibu
(ASI) dan transplantasi organ yang terinfeksi EBV (Huang et al., 2023).
Diperkirakan lebih dari 250.000 kasus kanker setiap tahunnya disebabkan
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oleh EBV, dan sekitar 2% dari kematian akibat kanker dipicu oleh virus
ini (Yu & Robertson, 2023).

Sebagian dari genom EBV mengandung onkogen, yang diekspresikan
bersama dengan DNA sel inang. Onkogen tersebut berfungsi sebagai

faktor transkripsi, yang dapat mengganggu regulasi pertumbuhan dan
proliferasi sel inang, sehingga dapat memicu transformasi sel menjadi

ganas (Dewi et al., 2020).

Genom EBV terdiri dari DNA linier berutai ganda yang panjangnya
sekitar 172 kilobase dan mengandung sekitar 85 gen (Shechter et al.,
2022). Partikel virus EBV berbentuk bulat dan dilindungi oleh kapsid
protein berbentuk ikosahedral, yang kemudian dilapisi oleh tegumen. Di
bagian luar, virus ini dikelilingi oleh amplop lipid yang mengandung
beberapa glikoprotein, seperti gB, gH, dan gL, yang berperan penting
dalam proses pengikatan dan masuknya virus ke dalam sel inang. EBV
mengkode sekitar 85 protein dan sekitar 50 RNA noncoding (Huang et
al., 2023).
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Gambar 2. 1 Struktur EBV

(Sumber:
https://deainfo.nci.nith.gov/advisory/joint/archive/1215/1315Cohen.pdf,
diakses pada 10 September 2024)
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2.3.2 Patogenesis EBV

Infeksi EBV terdiri dari tiga fase utama yaitu infeksi primer dan replikasi
litik, latensi serta reaktivasi litik. Sebagian besar individu mengalami fase
laten tanpa menunjukkan gejala klinis yang berbahaya (Huang et al.,
2023). Pada saat fase laten, DNA EBV melakukan ekspresi gen yang
terbatas dan virus bertahan di dalam sel B memori, yang memungkinkan
virus ini dapat menghindari deteksi oleh sistem kekebalan tubuh (Dewi et
al., 2020). Namun, ketika kekebalan tubuh melemah, EBV dapat kembali
aktif dan memasuki fase reaktivasi litik, yang dapat memicu timbulnya

penyakit tertentu (Huang et al., 2023).

2.3.2.1 Fase Infeksi Primer dan Replikasi Litik EBV
Fase infeksi primer EBV dimulai ketika virus masuk ke dalam tubuh
manusia melalui rongga mulut, biasanya melalui kontak dengan air liur
yang terinfeksi. Pada tahap ini, EBV menginfeksi sel epitel di mukosa
orofaring dan sel B yang merupakan bagian dari sistem imun. EBV yang
menginfeksi dan bereplikasi dalam sel epitel dan sel B melalui rongga
mulut, mengakibatkan pelepasan sejumlah besar virus di orofaring dan
masuknya sel B yang terinfeksi ke dalam aliran darah (Huang et al.,
2023). Glikoprotein yang terdapat pada amplop virus, seperti gB dan
gH/gL, berperan penting dalam proses pengikatan, fusi, dan masuknya
virus ke dalam sel inang (Hong ef al., 2022; Huang et al., 2023).

Setelah berhasil menginfeksi sel inang, virus akan memasuki fase
replikasi litik, di mana EBV bereplikasi secara aktif. Selama fase ini,
virus baru diproduksi dalam jumlah besar. Genom EBV mengkode lebih
dari 100 protein virus, dan 11 diantaranya diekspresikan pada sel B yang
mengalami transformasi akibat infeksi EBV. Protein-protein ini memiliki
peran penting dalam mengatur ekspresi gen virus, replikasi DNA virus,
pembentukan struktur virion, serta mengatur respon imun sel inang

(Dewi et al., 2020).
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Infeksi EBV pada sel epitel akan mengaktifkan replikasi virus, produksi
virus baru, dan mengakibatkan infeksi litik pada sel inang. Sebaliknya,
ketika EBV menginfeksi sel B maka akan menyebabkan infeksi laten
dimana sel yang terinfeksi dapat terus bertahan tanpa menunjukkan
tanda-tanda replikasi virus secara aktif (Hayman et al., 2023). Aktivasi
replikasi virus hanya terjadi pada sebagian kecil sel B yang terinfeksi

laten (Dewi et al., 2020).

2.3.2.2 Fase Infeksi Laten EBV
Setelah infeksi primer, EBV memasuki fase laten di mana virus tidak
aktif secara replikasi, tetapi tetap bertahan di dalam sel B inang. Selama
fase laten ini, EBV bersembunyi di dalam sel inang dan mampu bertahan
tanpa memicu gejala atau penyakit yang tampak selama bertahun-tahun.
Infeksi laten umumnya terjadi pada sel B memori yang memungkinkan
virus untuk menghindari respon imun inang. Selama infeksi laten,
replikasi genom EBV hanya terjadi sebanyak satu kali dalam setiap
siklus sel dengan bantuan DNA polimerase (Dewi et al., 2020).

Selama infeksi laten, EBV mengekspresikan sejumlah gen, termasuk
EBNA (Epstein-Barr Nuclear Antigen) dan LMP (Latent Membrane
Protein), yang membantu kelangsungan hidup sel B yang terinfeksi serta
menjaga keberadaan virus dalam jangka panjang (Dewi et al., 2020).
Gen-gen ini berperan dalam onkogenesis yang dimediasi EBV (Shechter
et al., 2022) dan memungkinkan virus menghindari sistem imun inang

untuk melancarkan proses tersebut (Dewi et al., 2020).

EBYV bertransformasi layaknya sel inang. Potensi tumorigenik EBV
berasal dari gen laten seperti LMP1, LMP2A, LMP2B, EBNAI, dan
EBNAZ2 (Dewi et al., 2020). EBV bersifat spesifik dan unik karena
kemampuannya untuk membentuk pola ekspresi gen laten yang
bervariasi. Fase laten EBV terdiri dari tiga pola ekspresi gen, yaitu laten

tipe I, 11, dan III. Genom EBV laten menyebar dalam sel B memori
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selama Latensi I, kemudian menginduksi diferensiasi sel B selama
Latensi II, dan mendorong pertumbuhan serta transformasi sel B naif
melalui ekspresi gen-gen selama Latensi III. Selanjutnya, semua ekspresi

gen virus dihentikan pada latensi 0 (Huang et al., 2023).

2.3.2.3 Fase Reaktivasi Litik EBV

233

Fase reaktivasi litik terjadi ketika EBV yang sebelumnya berada dalam
kondisi laten kembali diaktitkan untuk memulai siklus litik. Reaktivasi
biasanya dipicu oleh penurunan imunitas inang, stres, atau infeksi lain
yang melemahkan sistem kekebalan tubuh (Tan et al., 2023). Selama fase
reaktivasi litik, EBV kembali bereplikasi secara aktif, mengekspresikan
gen-gen yang terkait dengan fase litik, dan memproduksi partikel virus
baru bersifat infeksus yang dapat menyebar ke sel lain atau ditularkan ke
individu lain melalui air liur (Damania & Munz, 2019). Setelah
bereplikasi, sel baru genom EBV akan membentuk episom,
memungkinkan virus untuk kembali memasuki fase laten (Dewi et al.,

2020).

Reaktivasi litik EBV dapat berperan dalam perkembangan penyakit yang
terkait dengan EBV, seperti mononukleosis infeksiosa, dan pada
beberapa kasus, juga berperan dalam patogenesis kanker terkait EBV
seperti limfoma dan karsinoma nasofaring. Reaktivasi littk EBV dapat
mengaktifkan proliferasi sel B yang terinfeksi dan meningkatkan risiko
terjadinya transformasi sel menjadi ganas, terutama pada individu dengan
gangguan sistem imun. Dengan demikian, reaktivasi litik EBV tidak
hanya memainkan peran dalam penyebaran virus, tetapi juga berpotensi
memicu perkembangan penyakit serius terkait EBV (Tan et al., 2023;
Dewi et al., 2020).

Prevalensi Infeksi EBV dan Kanker Nasofaring

Secara global, EBV bertanggung jawab atas sekitar 1,5% dari semua

jenis kanker pada manusia (Shechter et al., 2022). NPC merupakan salah
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satu jenis kanker yang paling sering dikaitkan dengan EBV. Menurut
penelitian yang dilakukan oleh Al-Anazi et al., (2023), terdapat
prevalensi sebesar 96% infeksi EBV pada pasien NPC. Dalam penelitian
lain di Saudi Arabia menunjukkan bahwa 92% dari 25 pasien NPC juga
positif terinfeksi EBV. Di beberapa negara lain, prevalensi infeksi EBV
pada pasien NPC sangat bervariasi, seperti di Finlandia (62%), Sudan
(61,3%), Jepang (63%), dan Turki (87%) (Al-Anazi et al., 2023).

Berdasarkan data dari 11 pusat kesehatan di Indonesia, estimasi insidensi
regional NPC adalah 5,66 per 100.000, atau sekitar 1.000 kasus baru
setiap bulannya. Namun, angka ini kemungkinan masih jauh dari
kenyataan karena banyak kasus yang tidak tercatat, yang disebabkan oleh
keterbatasan sumber daya dan fasilitas rumah sakit serta tidak adanya

sistem registrasi kanker nasional (Gondhowiardjo et al., 2019).

Berdasarkan data Hospital Based Cancer Registry (HBCR) di Rumah
Sakit Cipto Mangunkusumo (CMNH) tahun 2013, terdapat 299 pasien
yang terdiagnosis NPC, dengan 212 pasien (70,9%) laki-laki dan 87
pasien (29,1%) perempuan. Distribusi usia menunjukkan puncak kasus
pada kelompok umur 51-55 tahun, dengan usia median 47 tahun, usia
termuda 10 tahun, dan usia tertua 77 tahun. Mayoritas pasien berasal dari

luar Jakarta (Gondhowiardjo et al., 2019).

47
| ‘ | | | | ‘ | | |
| | I | I I

Gambar 2.2 Distribusi Usia Penderita NPC berdasarkan CMNH tahun 2013
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(Sumber: Gondhowiardjo et al., 2019)

n %
Characteristics
Sex
Male 212 709
Female 87 291
Age (Mean + SD = 43.53 + 13.796)
6-10 1 0.3
10-15 9 3
16-20 14 4.7
21-25 9 3
26-30 12 4
31-35 23 77
36-40 33 1
41-45 41 13.7
46-50 42 14
51-55 47 15.7
56-60 28 94
61-65 20 6.7
66-70 14 47
>70 6 2
Ethnicity
Non-chinese 116 38.8
Chinese 8 2.7
Not Listed 175 58.5
Domicile
Jakarta 102 341
Other than Jakarta 162 54.2
Not Listed 35 1.7

Gambar 2. 3 Karakteristik Sosiodemografi Pasien NPC di CMNH
(Sumber: Gondhowiardjo et al., 2019)

Lebih dari 95% orang dewasa sehat dari berbagai kelompok etnis di
seluruh dunia adalah pembawa EBV (Adham ef al., 2012). Prevalensi
infeksi EBV lebih tinggi pada pria dibandingkan wanita, yang mungkin
terkait dengan beberapa faktor risiko tertentu (Al-Anazi ef al., 2023). Di
Indonesia, NPC terkait EBV merupakan penyebab kematian tertinggi
kelima di antara jenis kanker lainnya, dengan menduduki peringkat
ketiga tertinggi pada pria dan peringkat kelima pada wanita (Sudiono &
Hassan, 2013). Selain itu, menurut Afriansya et al., (2023) juga
dijelaskan bahwa tingkat kejadian NPC pada pria 2-3 kali lebih tinggi

dibandingkan wanita.

Risiko terkena NPC lebih rendah pada individu yang tidak merokok atau

merokok kurang dari 30 bungkus per tahun dibandingkan dengan mereka
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yang merokok lebih dari jumlah tersebut (Afriansya et al., 2023). Selain
infeksi EBV, faktor lingkungan dan kerentanan genetik juga berperan
dalam patogenesis NPC. Faktor lingkungan yang diduga berkaitan
dengan NPC meliputi diet, paparan bahan kimia di tempat kerja, dan

konsumsi tembakau (Sudiono & Hassan, 2013).

Menurut penelitian Ali (2023), prevalensi antibodi IgG anti-EBV lebih
tinggi pada remaja dibandingkan anak-anak. Di negara berkembang,
infeksi EBV sering terjadi pada anak-anak di usia dini. Sebagian besar
anak-anak terinfeksi pada usia 6 tahun dan mengembangkan kekebalan
tubuh yang stabil. Sebaliknya, di negara maju, infeksi EBV cenderung

tertunda hingga masa remaja.

Sebagai contoh, Balfour et al., (2013) melaporkan bahwa di Amerika
Serikat, tingkat infeksi EBV pada anak-anak usia 6-8 tahun relatif rendah
50%, sementara pada remaja usia 18-19 tahun, tingkat infeksi meningkat
signifikan menjadi 89%. Selain itu, Kuri (2020), juga menyebutkan
bahwa seroprevalensi EBV meningkat bertahap dari masa kanak-kanak
hingga remaja, dengan prevalensi pada usia 0—5 tahun mencapai 67,8%
pada perempuan dan 72,0% pada laki-laki, lalu meningkat hingga 96,4%
pada perempuan dan 95,5% pada laki-laki pada usia 20-25 tahun.

2.4 Metilasi DNA Terkait Infeksi EBV
2.4.1 Pengaruh Metilasi pada Genom EBV

EBV adalah virus umum yang sering menginfeksi tanpa menimbulkan
gejala pada sebagian besar individu, tetapi dapat berperan dalam
perkembangan berbagai jenis kanker. Dalam sel kanker, genom EBV
direplikasi bersamaan dengan genom inang selama siklus sel, namun
hanya sebagian kecil gen virus yang diekspresikan. Metilasi DNA pada
wilayah CpG genom EBV berperan dalam mengatur ekspresi gen
tersebut (Sinclair, 2021; Buschle et al., 2020).
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Kasus kanker yang berhubungan dengan EBV menunjukkan tingkat
metilasi DNA sangat tinggi, baik pada genom EBV maupun pada gen
inang, yang terkait dengan penurunan ekspresi gen tumor suppressor
tertentu (Ho et al., 2023). EBV mempertahankan dirinya melalui metilasi
pada gennya sendiri dan memicu metilasi abnormal pada gen inang yang
dapat mengganggu siklus sel dan menyebabkan transformasi sel (Zhang
et al., 2022). Metilasi situs CpG pada DNA virus merupakan salah satu
bentuk regulasi epigenetik yang terjadi selama fase laten EBV, sehingga
gen-gen yang diekspresikan selama fase replikasi litik tidak aktif
(Sinclair, 2021). Ketika gen litik tidak aktif, EBV mampu bertahan dalam
sel inang tanpa menyebabkan lisis. Sekitar 90% gen EBV tidak
diekspresikan, dan sebagian besar kanker yang berhubungan dengan
EBYV disebabkan oleh tidak aktifnya promotor gen yang menginduksi

ekspresi gen-gen yang menghasilkan respons imun (Ho et al., 2023).

Metilasi DNA pada Gen Host

Metilasi DNA pada gen inang EBV merupakan mekanisme epigenetik
yang memainkan peran penting dalam patogenesis kanker, termasuk NPC
(Lyu et al., 2020; Xu et al., 2020). EBV menginfeksi sel inang dan
menyebabkan perubahan pada status metilasi gen-gen inang, yang
berperan dalam proses transformasi seluler dan penghindaran respons
imun. Dalam konteks infeksi EBV laten, metilasi DNA pada gen-gen
inang seperti gen tumor suppressor sering kali meningkat, menghambat
ekspresi gen-gen penting yang bertanggung jawab untuk mengatur siklus
sel dan mencegah pertumbuhan sel yang tidak terkendali. Metilasi ini
memengaruhi ekspresi gen-gen fumor suppressor dan protein
imunogenik, sehingga memungkinkan EBV tetap dalam keadaan laten

dan mendukung perkembangan sel-sel tubuh yang tidak normal (Scott,
2017).

Pada jaringan NPC, gen inang seperti SEPTINO (Lyu et al., 2020),
ZNF671 dan RERG (Xu et al., 2020) menunjukkan tingkat metilasi yang
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lebih tinggi dibandingkan dengan jaringan non-NPC (Lyu et al., 2020;
Xu et al., 2020; Zhao et al., 2017). SEPTIN9 dan ZNF671 merupakan
gen tumor suppressor dan telah terbukti mengalami metilasi dalam
berbagai tumor. Gen SEPTIN9 mengalami hipermetilasi sekitar 92%
pada kasus NPC dan 25% pada kontrol (nasofaringitis dan subyek sehat)
(Lyu et al., 2020). Tingkat metilasi yang tinggi ini berhubungan dengan
penurunan ekspresi gen yang bertugas mengatur siklus sel, sehingga

berkontribusi pada karsinogenesis (Zhao et al., 2017).

Selain SEPTINO, gen ZNF671 juga ditemukan mengalami hipermetilasi
signifikan pada jaringan NPC, dengan tingkat metilasi yang mencapai 8,9
kali lebih tinggi dibandingkan jaringan non-NPC (Xu et al., 2020).
Prevalensi hipermetilasi ini menunjukkan bahwa SEPTINY dan ZNF671
merupakan target epigenetik yang kuat dan berpotensi diandalkan untuk

deteksi dini NPC (Xu et al., 2020; Lyu et al., 2020).

2.5 Penerapan PCR MSRE (Methylation-Sensitive Restriction Enzyme) dengan
Enzim Restriksi HPall dan Mspl
Metilasi DNA dapat dianalisis melalui berbagai metode seperti konversi
bisulfit dan Methylation-Sensitive Restriction Enzyme (MSRE). Pemilihan
metode yang digunakan bergantung pada target analisis yang dituju. MSRE
merupakan salah satu metode analisis metilasi DNA yang didasarkan pada
sensitivitas enzim restriksi terhadap metilasi pada situs pemotongannya.
Metode ini dapat dilakukan tanpa perlu melalui proses konversi bisulfit yang
dapat mendegradasi DNA. Enzim MSRE tidak dapat memotong DNA apabila
situs restriksinya telah termetilasi, sehingga DNA yang termetilasi akan tetap
utuh, sementara DNA yang tidak termetilasi akan dipotong oleh enzim
tersebut. Metode ini dapat dilakukan dengan menggunakan kombinasi enzim
yang tidak sensitif terhadap metilasi. Pasangan enzim yang paling sering
digunakan pada metode ini adalah enzim restriksi Hpall dan Mspl (Martisova

etal.,2021).
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Kedua enzim ini sama-sama memotong urutan spesifik 5'-CCGG-3', di mana
Mspl dapat memotong baik pada situs yang termetilasi maupun yang tidak,
sementara Hpall hanya dapat memotong situs yang tidak termetilasi (Sant et
al., 2012). Keunggulan utama dari metode MSRE adalah tidak memerlukan
konversi bisulfit, sehingga dapat dilakukan dengan lebih cepat dan
membutuhkan input DNA yang lebih sedikit dibandingkan dengan metode
konversi bisulfit, yang sering kali memerlukan lebih banyak DNA untuk
proses konversi yang kompleks. Namun, kekurangan dari metode ini adalah
kemampuannya yang terbatas, yang hanya dapat menganalisis situs target

spesifik untuk MSRE (Martisova et al., 2021).

HPall

' MSRE % ct
5'--AACCGGCGTA~-3' ——— §'--AACCGGCGTA~3' —> 5rAACC CGEGTAS'

DNA TERMETILASI

MSRE
5'----AACCGGCGTA----3' —> 5'----AACCGGCGTA----3"' —> 5'--AA CGTA---3'
DNA TIDAK TERMETILASI
Mspl
CH; CH, cH
| MSRE 1 >
5'--AACCGGCGTA---3' ——— 5'—-AACCGGCGTA---3' — 5—AA CGTA—3'
DNA TERMETILASI
MSRE
5'---AACCGGCGTA---3' —— 5'--—-AACCGGCGTA----3' — 5'—AACC GGCGTA~-3'

DNA TIDAK TERMETILASI

Gambar 2. 4 Mekanisme MSRE

2.6 Saliva Sebagai Sampel dalam Penelitian Epigenetik
Saliva memiliki keunggulan sebagai sampel dalam penelitian epigenetik
karena sifatnya yang non-invasif, tanpa prosedur menyakitkan seperti
pengambilan darah atau biopsi jaringan, serta mudah diperoleh tanpa
prosedur medis kompleks. Saliva mencerminkan komponen biologis darah,
termasuk DNA, RNA, protein, dan berbagai metabolit, sehingga
memberikan informasi relevan untuk analisis molekuler dalam kondisi yang
lebih nyaman bagi pasien (Birknerova et al., 2022). Selain itu, pengumpulan

sampel dapat dilakukan secara mandiri tanpa alat medis canggih atau tenaga
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ahli, menjadikannya lebih hemat biaya dan mudah diterapkan dalam studi
epidemiologi maupun populasi. Saliva dapat dikumpulkan di berbagai
setting, termasuk rumah atau klinik, tanpa memerlukan laboratorium
khusus, sehingga menjadi pilihan ideal untuk penelitian epigenetik dengan
skala sampel besar di berbagai lokasi (Parmar et al., 2021). Dengan
kemampuannya mencerminkan status epigenetik tubuh dan proses
pengumpulan yang sederhana, saliva merupakan sampel unggul untuk studi

epigenetik.



III. METODE

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilaksanakan pada bulan Desember 2024 s/d Januari 2025 di

Laboratorium Genomik, Lembaga Penelitian Terpadu Universitas YARSI,

Cempaka Putih, Jakarta Pusat, Daerah Khusus Ibukota Jakarta, 10510.

3.2 Alat dan Bahan

3.2.1

3.2.2

Alat

Alat yang digunakan dalam penelitian ini meliputi mikropipet, tabung
mikrosentrifus 1,5 ml, PCR tube, rak tube, collection tube, Zymo-Spin
Columns, gelas ukur, erlenmeyer, multimode microplate reader Infinite
M200 TECAN, centrifuge, vortex, Mini Centrifuge Spindown, cetakan gel
elektroforesis, elektroforesis, Gel Documentation, PCR konvensional,

dan RT-PCR.

Bahan

Bahan yang digunakan dalam penelitian ini meliputi sampel saliva subjek
normal, saliva pasien kanker nasofaring, sel RAJI yang terinfeksi EBV,
Quick-DNA™ Miniprep Plus Kit by Zymo Research (BioFluid & Cell
Buffer, Proteinase K, Genomic Binding Buffer, DNA Pre-Wash Buffer, g-
DNA Wash Buffer, DNA Elution Buffer), Gotaq Green Master Mix 2x,
SYBR Green master mix, Nuclease Free-Water (NFW), Primer ZNF671,
Primer SEPTINY, rCutSmart Buffer B6004S, enzim restriksi HPall
RO171S (memotong DNA yang termetilasi) dan Mspl RO106S
(memotong DNA yang termetilasi dan yang tidak termetilasi), 6x DNA
Loading Dye Green, agarose,serta buffer TAE 1x.
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3.3 Rancangan Penelitian
Penelitian ini termasuk dalam kategori penelitian deskriptif analitik karena
bertujuan untuk membandingkan persentase metilasi DNA antara subjek
normal dan pasien kanker nasofaring pada gen SEPTIN9 dan ZNF671. Sel
RAIJI, yang diketahui memiliki tingkat metilasi tinggi, digunakan sebagai
kontrol positif untuk memastikan validitas deteksi metilasi. Penelitian
sebelumnya menunjukkan bahwa DNA subjek normal umumnya memiliki
tingkat metilasi sangat rendah atau bahkan tidak terdeteksi, sementara pada
pasien kanker nasofaring, metilasi cenderung jauh lebih tinggi. Selain
menganalisis perbedaan tingkat metilasi antar kelompok, penelitian ini juga
mengevaluasi efektivitas saliva sebagai sampel dalam mendeteksi metilasi
DNA. Dengan demikian, hasil penelitian diharapkan memberikan gambaran
menyeluruh tentang pola metilasi serta mengkaji potensi penggunaan gen
SEPTINO dan ZNF671 sebagai biomarker deteksi dini kanker nasofaring

berbasis saliva.

‘ Kontrol Positif |—>[ Sampel Kanker Nasofaring I

Perlakuan <:
' Kontrol Negatif | —>| Sel Normal I
PCR

= No Template 8
Kontrol Analitik — Control (NTC) — [ Reagen tanpa DNA remplate l

Gambar 3. 1 Design Penelitian

3.4 Kriteria Sampel
Penelitian in1 menggunakan sampel saliva dari subjek normal, pasien kanker
nasofaring, dan sel RAJI. Pemilihan sampel normal didasarkan pada
karakteristik DNA, yaitu 10 sampel yang terdeteksi positif EBV dan 10
sampel yang terdeteksi negatif EBV. Sementara itu, sampel pasien kanker
nasofaring yang digunakan, hanya terdiri dari DNA yang terdeteksi positif
EBV. Sampel yang digunakan harus memiliki rasio kemurnian DNA dalam
rentang 1,8 hingga 2,0, yang menunjukkan bahwa kualitas DNA memenuhi
standar untuk analisis lebih lanjut. Kriteria lain yang dipertimbangkan dalam
pemilihan sampel mencakup jenis kelamin laki-laki serta rentang usia yang

terdiri atas kelompok dewasa (19—44 tahun) hingga lanjut usia (> 60 tahun),
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sebagaimana diatur dalam Peraturan Menteri Kesehatan Nomor 25 Tahun

2016 (Permenkes Nomor 25 Tahun 2016, diakses pada 6 Februari 2025).

3.5 Definisi Operasional

Definisi operasional pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 3.1

Tabel 3. 1 Definisi Operasional

No Variabel Definisi Alat Cara Ukur Hasil Ukur Skala Ukur
Operasional Ukur

1. Ekstraksi Proses isolasi Ql4amp Sampel saliva Kualitas dan Kuantitatif
DNA dari DNA dari DNA Mini dikumpulkan kuantitas (konsentrasi
Sampel sampel saliva Kit menggunakan metode DNA (ng/uL) DNA)
Saliva untuk Biosaliva Gargle,

memperoleh kemudian DNA
template DNA diekstraksi
yang menggunakan
digunakan Qldamp DNA Mini
dalam analisis Kit. Setelah ekstraksi,
status metilasi kualitas dan kuantitas
gen SEPTIN9 DNA yang dihasilkan
dan ZNF671. diverifikasi
menggunakan
spektrofotometer.

2. PCR MSRE Proses analisis PCR Reagen PCR MSRE Hasil Kualitatif
pada DNA status metilasi Reagents,  diinkubasi elektroforesis:  (Ada/Tidak
Saliva DNA Hpall, menggunakan Ada atau ada strand

menggunakan  Mspl, Visualisasi hasil tidaknya DNA)
PCR MSRE Thermal menggunakan strand DNA
dengan enzim Cycler Thermal Cycler.  teramplifikasi,
Hpall dan Selanjutnya di tergantung
Mspl yang elektroforesis gel pada
sensitif agarose 2% pada 100 pemotongan
terhadap V selama 30 menit. oleh  enzim
metilasi. Hpall atau
Mspl

3. Status Perubahan Real-Time DNA template hasil Nilai metilasi Kuantitatif,
Metilasi epigenetik PCR, PCR  ckstraksi  dianalisis  (persentase) skala 0-
Gen metilasi pada MSRE status metilasinya pada  lokasi 100%
SEPTIN9 promotor gen (Methylati menggunakan metode tertentu di gen
dan ZNF671 SEPTINO dan on- PCR MSRE. SEPTIN9 dan

ZNF671 Sensitive Amplifikasi dilakukan ZNF671,
yangmemenga Restrictio  dengan real-time  perbandingan
ruhi ekspresi n Enzyme) PCR. Ct-value yang antara sel
gen dan didapatkan digunakan normal dan sel
berpotensi untuk menghitung RAJI

sebagai persentase  metilasi

biomarker dengan rumus

untuk deteksi [2ACT(Hpalh) -

kanker.

27ACTMPD] x 100%.
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3.6 Prosedur penelitian
3.6.1 Ekstraksi DNA

Sebanyak 10 pl sampel dimasukan ke dalam tabung mikrosentrifus 1,5
ml, kemudian ditambahkan 200 ul BioFluid & Cell Buffer, dan 20 ul
Proteinase K. Campuran tersebut divortex selama 10-15 detik, lalu
diinkubasi pada suhu 55 °C selama 10 menit. Setelah itu, ditambahkan
Genomic Binding Buffer sebanayak 1x volume dari campuran tersebut
dan divortex selama 15-10 detik. Campuran dipindahkan ke dalam Zymo-
Spin Columns yang diletakakan di dalam collection tube kemudian
disentrifugasi pada kecepatan 12.000 x g selama 1 menit. Buang
collection tube dan diganti dengan collection tube yang baru, lalu
ditambahkan 400 ul g-DNA Wash Buffer, diikuti dengan sentrufugasi
pada kecepatan 12.000 x g selama 1 menit. Cairan yang ada di dalam
collection tube dibuang, kemudian ditambahkan 700 pl g-DNA Wash
Buffer ke dalam Spin Columns dan disentrifugasi pada kecepatan 12.000
x g selama 1 menit. Collection tube dikosongkan dan ditambahkan 200 pl
g-DNA Wash Buffer ke dalam Spin Columns, lalu disentrifugasi pada
kecepatan 20.000 x g selama 1 menit. Setelah itu, collection tube beserta
isinya dibuang, Spin Columns dipindahkan ke dalam tabung
mikrosentrifus 1,5 ml baru, dan tambahkan > 50 ul DNA Elution Buffer.
Campuran diinkubasi pada suhu kamar selama 5 menit, kemudian
sentrifugasi pada kecepatan maksimal selama 1 menit untuk mengelusi

DNA. Filtrat yang dihasilkan merupakan hasil DNA template.

DNA ftemplate yang didapatkan kemudian di uji secara kuantitatif
menggunakan multimode microplate reader untuk melihat tingkat
kemurnian dan kosentrasi DNA nya melalui perangkat lunak Microsoft
Excel. Kemurnian DNA dapat ditentukan dari perbandingan nilai
absorbansi pada panjang gelombang 260 nm dengan nilai absorbansi
pada panjang gelombang 280 nm. Hasil isolasi DNA dianggap murni jika
rasio absorbansinya berkisar 1,8—2,0. DNA yang terkontaminasi dengan

protein dan polisakarida akan memiliki nilai absorbansi kurang dari 1,8,
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sedangkan DNA yang terkontaminasi dengan RNA akan memiliki nilai

absorbansi lebih dari 2,0 (Dewanata & Mushlih, 2021).

3.6.2 Optimalisasi Protokol PCR MSRE (Methylation-Sensitive

Restriction Enzyme)

Primer ZNF671 dan SEPTIN9 yang telah dirancang untuk mendeteksi
metilasi DNA akan dicek kemampuannya dalam menghasilkan produk
PCR yang spesifik. Optimalisasi suhu annealing primer dan jumlah
siklus PCR dilakukan untuk memastikan pemeriksaan PCR dapat
berlangsung secara efisien pada beberapa target DNA yang termetilasi
secara bersamaan. Tujuan dari optimalisasi ini adalah mengembangkan
protokol yang efisien dengan suhu annealing dan siklus PCR yang sama.
Komposisi master mix yang digunakan untuk optimasi meliputi Gotaq
Green Master Mix 2x, NFW, primer forward dan reverse ZNF671 dan
SEPTINY, sel RAJI yang terinfeksi dengan dan DNA subyek normal.
Kemudian, disiapkan juga satu tube PCR sebagai No Template Control
(NTC) yaitu 1x volume master mix tanpa DNA template. Program PCR
akan dioptimasi pada suhu annealing 55-60°C untuk menentukan suhu
yang paling optimal dalam mengamplifikasi DNA target. Produk PCR
kemudian divisualisasi dengan menggunakan gel elektroforesis 2% 100
V, selama 30 menit. Sekuens primer ZNF671 dan SEPTINO dapat dilihat
pada Tabel 3.2

Tabel 3.2 Sekuen Primer Target DNA Metilasi

Gen Primer Forward Primer Reverse Panjang
Target Amplikon
Metilasi (bp)
SEPTINO 5> AGGCCCTTATTGTGGAGGAA 3’ 5" CTTCTGCAGGAGGCTGTATTTG 3’ 381
manusia
ZNF671 5" CACACTCTACCCACAAACCTATAC3’ 5" GGACAGCCTGACAGAAACAAY’ 138
manusia
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3.6.3 Penerapan PCR MSRE DNA Saliva

3.6.3.1 Perlakuan Enzim restriksi HPall dan MSPI terhadap DNA
Setelah protokol PCR sudah optimal, langkah selanjutnya adalah
menerapkan protokol tersebut pada sampel saliva. PCR MSRE akan
mengandalkan enzim restriksi Hpall dan Mspl yang keduanya mengenali
urutan spesifik 5'-CCGG-3' dalam DNA. Enzim HPall hanya dapat
memotong situs ini jika basa C tidak mengalami metilasi. Oleh karena itu,
apabila basa C pada situs restriksi mengalami metilasi, makan Hpall tidak
dapat memotong DNA tersebut, sehingga produk PCR tetap terbentuk.
Enzim Hpall umumnya digunakan berpasangan dengan enzim Mspl sebagai
pembanding, dikarenakan enzim ini tidak dipengaruhi oleh metilasi dan
akan tetap memotong DNA baik dalam keadaan metilasi maupun tidak. Jika
Hpall tidak memotong DNA sedangkan Mspl memotong, maka dapat
dipastikan ada metilasi pada situs CpG.

Pemotongan DNA dengan enzim restriksi dilakukan dengan komposisi
master mix yang 1x volume nya berisi 50 pl yang terdiri dari 2,5 ul DNA, 5
wl rCutSmart Buffer, 1,25 pl enzim restriksi, dan 41,25 pul NFW. Inkubasi
Hpall dilakukan pada 37°C selama 15 menit, diikuti dengan pemanasan
80°C selama 20 menit, dan suhu simpan pada 4°C; Mspl diinkubasi pada
37°C selama 15 menit, dan suhu simpan pada 4°C. Tempat pemotongan
sekuen DNA primer ZNF671 oleh enzim restriksi HPall dan Mspl dapat
dilihat pada Tabel 3.3.
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Tabel 3.3 Tempat Pemotongan HPall dan Mspl pada Sekuen Produk SEPTIN9

dan ZNF671
Gen Sekuen
Target
Metilasi

SEPTINO 5’AGGCCCTTATTGTGGAGGAAGGGAGGCGTCGCCCGTCCCTGGCTTCT
CTGACAGCCGTGTTCCATCCCCGCCCTGTGCCCCTTCTCCCGGACAGTG
CCTTCTCCAGGGCTCACCCAGGAGGGTGCAGCGGTGGCCCCCGGGGCG
GTGGTCGTGGTGGGGGTGTTAGCTGCAGGGGTGCCCTCGGTGGGTGGG
AGTTGGTGGCCTCTCGCTGGTGCCATGGGACTCGCATGTTCGCCCTGCG
CCCCTCGGCTCTTGAGCCCACAGGCCGGGATCCTGCCTGCCAGCCGCG
TGCGCTGCCGTTTAACCCTTGCAGGCGCAGAGCGCGCGGCGGCGGTGA
CAGAGAACTTTGTTTGGCTGCCCAAATACAGCCTCCTGCAGAAG

3

ZNF671 5’GGACAGCCTGACAGAAACAAAATGTCCGCTACAAGGAGGAGCCGGA
AGTCCCGCCCACGCACCCCCCGCAGGCACTGAAACACCCCTCTCCTGG
GCCCTCATTGGGTATGCAACGTATAGGTTTGTGGGTAGAGTGTG3’

3.6.3.2 Amplifikasi PCR
Amplifikasi PCR dilakukan melalui metode RT-PCR menggunakan sampel
DNA, baik yang telah dipotong dengan enzim restriksi maupun yang tidak
mengalami pemotongan sebagai perbandingan. Komposisi master mix PCR
disiapkan dengan 1x volume total 20 pl, 10 uL SYBR Green master mix, 0,5
uL primer forward dan reverse (10 uM), 2 uLL DNA template, serta 7 uL
Nuclease-Free Water. Campuran ini selanjutnya diamplifikasi
menggunakan program PCR yang telah dioptimalkan sebelumnya. Status
metilasi dapat dianalisis dari nilai Ct (Cycle threshold) value atau jumlah
siklus yang dibutuhkan dari produk amplifikasi mencapai ambang tertentu
yang dapat terdeteksi.

3.6.4 Analisis Persen Metilasi DNA

Persentase metilasi DNA dianalisis menggunakan Microsoft Excel
berdasarkan nilai Ct (Cycle threshold) dari produk RT-PCR. Perhitungan
dilakukan dengan rumus [2~ACTMHpalh) — 2=ACTMspD] » 100%, di mana ACT
merupakan selisih antara Ct DNA hasil pemotongan enzim dengan Ct

DNA tanpa perlakuan enzimatis (Ni et al., 2018).
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3.6.5 Analisis Statistik Perbandingan Persentasi Metilasi Antar Kelompok

Analisis statistik dilakukan menggunakan perangkat lunak IBM SPSS
Statistics versi 26. Sebelum melakukan analisis perbandingan, dilakukan
uji normalitas data dengan metode Shapiro-Wilk. Metode ini dipilih
karena merupakan uji normalitas yang memiliki kekuatan statistik lebih
baik untuk sampel yang berukuran kecil (n < 30). Uji Shapiro-Wilk
dilakukan pada data persentase metilasi untuk setiap kelompok, dengan

nilai p < 0,05 menunjukkan bahwa data tidak berdistribusi normal.

Hasil uji normalitas menunjukkan sebagian besar data persentase metilasi
tidak berdistribusi normal, sehingga perbandingan antar kelompok
dilakukan menggunakan uji non-parametrik Mann-Whitney. Uji Mann-
Whitney dipilih karena merupakan alternatif dari uji t independen ketika
asumsi normalitas tidak terpenuhi dan cocok untuk membandingkan
perbedaan median antara dua kelompok independen. Perbandingan
dilakukan untuk menganalisis perbedaan persentase metilasi gen
SEPTINY dan ZNF671 antara: (1) subjek normal keseluruhan dengan
pasien kanker nasofaring, (2) subjek normal positif EBV dengan subjek
normal negatif EBV, dan (3) subjek normal positif EBV dengan pasien
kanker nasofaring positif EBV. Nilai p < 0,05 dianggap menunjukkan

perbedaan yang signifikan secara statistik.
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Diagram alir penelitian ini dapat dilihat pada Gambar 3.2

Kajian literatur

v

Ekstraksi DNA

v

Optimalisasi protokol PCR MSRE

v

Perlakuan enzim restriksi HPall dan

Mspl terhadap sampel DNA

v

DNA template dengan

perlakuan enzim restrksi

v

DNA femplate tanpa perlakuan

enzim restrksi

v

Master Mix

v

Amplifikasi menggunakan RT PCR

v

Hitung persen metilasi berdasarkan nilai Ct produk PCR

v

Uji Normalitas menggunakan uji Shapiro-Wilk

v

Analisis perbandingan metilasi antar kelompok

menggunakan uji Mann-Whitney

v

Hasil

Gambar 3. 2 Diagram Alir Penelitian




V. KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan
Berdasarkan hasil penelitian yang telah dilakukan dapat disimpulkan bahwa:
1. Analisis metilasi gen SEPTIN9 dan ZNF671 menunjukkan tidak adanya
peningkatan signifikan secara statistik pada pasien kanker nasofaring
dibandingkan dengan subjek normal (p > 0,05).
2. Metilasi gen SEPTINY (53,3%) dan ZNF671 (100%) terdeteksi dalam
sampel saliva, mendukung potensinya sebagai sampel non-invasif untuk

deteksi kanker nasofaring.

5.2 Saran
1. Melakukan penelitian lanjutan menggunakan biomarker lain dari sampel
saliva untuk mendapatkan hasil yang lebih komprehensif.
2. Melakukan penelitian lanjutan dengan menguji ulang biomarker SEPTIN9
dan ZNF671 dengan jenis sampel lain untuk membandingkan

efektivitasnya dengan sampel saliva.
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