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ABSTRAK 
Hipermetilasi promoter gena supresor tumor merupakan perubahan epigenetik terbanyak pada kanker dan 
mungkin dapat menjadi alternatif biomarker untuk mendeteksi kanker. Hipermetilasi BRCA1 spesifik 
untuk kanker payudara dan berkorelasi dengan stadium dini kanker payudara. Tujuan penelitian ini adalah 
mengetahui perbedaan proporsi hipermetilasi promoter gena BRCA1 pada DNA plasma pasien kanker 
payudar dan lesi jinak payudara. Tiga puluh tiga sampel DNA plasma dari pasien kanker payudara, lesi 
fibrokistik dan fibroadenoma mammae diperiksa status hipermetilasinya dengan Methylation-specific 
PCR (MSP). Isolasi DNA menggunakan metode Natrium Iodide. Masing-masing kelompok terdiri atas 11 
sampel. Uji Fisher digunakan untuk analisis statistik. Proporsi hipermetilasi pada kelompok kanker 
payudara, fibroadenoma mammae, dan lesi fibrokistik untuk BRCA1 masing-masing sebesar 55%, 91%, 
dan 100%. Proporsi hipermetilasi promoter BRCA1 tidak berbeda bermakna antara kanker payudara dan 
lesi jinak payudara.  
 
Kata kunci: hipermetilasi promoter, BRCA1, DNA plasma, kanker payudara, lesi jinak, individu sehat 
 

ABSTRACT 
Hypermethylation of tumor suppressor genes promoter are frequently observed in cancer and have 
possibility as alternative biomarker for cancer detection.  BRCA1 hypermethylation is specific for breast 
cancer and correlated with early stage of breast cancer. The aim of this research is to evaluate the 
difference hypermethylation proportion of BRCA1 promoter in plasma DNA of breast cancer and benign 
lesion.Thirty three DNA plasma from breast cancer, fibrocystic lesion and  fibroadenoma mammae were 
subjected to sodium bisulfite treated DNA followed by MSP. DNA Isolation was used Natrium Iodide 
method. Each group consists of 11 samples. Fisher test was used for statistical analysis.Hypermethylation 
proportion of BRCA1 promoter of   breast cancer, fibroadenoma mammae and fibrocystic lesion groups 
were 55%, 91%,100%. Hypermethylation proportion of BRCA1 promoter were no significant different 
among groups. 
 
Keywords  hypermethylation of BRCA1 gene promoter, plasma DNA, breast cancer, fibrocystic lesion, 

fibroadenoma mammae group. 
 

PENDAHULUAN 

Kanker payudara masih menjadi masalah kesehatan di Indonesia karena 

insidensi dan mortalistasnya paling tinggi (Globocan, 2008). Perkembangan biologi 

molekuler saat ini membuka peluang penggunaan biomarker untuk menilai risiko 

kanker, deteksi dini dan pemantauan prognosis kanker payudara secara individual. 

Hipermetilasi promoter gena supresor tumor merupakan perubahan epigenetik 
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terbanyak pada kanker dan mungkin dapat menjadi biomarker kanker (Srinivas et al., 

2001). 

Metilasi adalah proses penambahan gugus metil pada sitosin di CpG dinukleotid. 

Metilasi pada promoter gena supresor tumor disebut hipermetilasi. Salah satu metode 

untuk mendeteksi hipermetilasi secara kualitatif adalah methylation-specific PCR (MSP) 

(Herman and Graff, 1996) dengan sumber deoxyribosa nucleic acid (DNA) (Laird, 

2003; Lactionoy et al., 2004); dapat berasal dari plasma. DNA dalam plasma berasal 

dari sel tumor yang mengalami apoptosis dan  nekrosis Jahr et al., 2001). 

Pemeriksaan hipermetilasi menggunakan DNA plasma merupakan pemeriksaan 

yang kurang invasif, sehingga cocok digunakan untuk pemeriksaan rutin. Hipermetilasi 

pada plasma berpeluang menjadi biomarker penilaian risiko dan deteksi dini kanker 

payudara karena a) adanya hipermetilasi pada epitel yang tampak normal sudah  

terdeteksi beberapa tahun sebelum terdiagnosis kanke (Shi et al., 2007; Herman and 

Baylin, 3003), b) pola hipermetilasi berbeda pada setiap jenis kanker (Esteller, 2008), c)  

status metilasi pada plasma sama dengan status metilasi pada jaringan (Dulaimi, 2004) 

dan d) pada individu sehat  tidak didapatkan hipermetilasi  (Skvortsova et al., 2006). 

Hipermetilasi  BRCA1 didapatkan sejak awal tumorigenesis (Duffy et al., 2009; 

Widschwendter  and Jones, 2002), secara spesifik didapatkan pada kanker payudara dan 

ovarium (Esteller, 2005). Berdasarkan hasil penelitian Purnomosari et al. (2006)  pada 

DNA jaringan kanker payudara pasien di RS Dr. Sardjito didapatkan frekuensi 

hipermetilasi RASSF1A, RAR�2, dan BRCA1 masing-masing sebesar 89% , 33 % dan 

17%, serta adanya korelasi signifikan antara hipermetilasi BRCA1 dengan tumor 

stadium awal. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui proporsi  hipermetilasi 

promoter BRCA1 pada DNA plasma pasien kanker payudara dan lesi jinak payudara. 

 

METODE PENELITIAN 

Penelitian ini merupakan penelitian analitik yang membandingkan proporsi 

hipermetilasi promoter gena BRCA1  pada DNA plasma pasien kanker payudara dan lesi 

jinak payudara. Lesi jinak payudara pada penelitian ini adalah fibroadenoma mammae 

dan lesi fibrokistik. Sampel penelitian berjumlah 33, tiap kelompok terdiri atas 11 

sampel. Penelitian dilakukan di Laboratorium Biologi Molekuler Fakultas Kedokteran 

Universitas Gadjah Mada. 
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Dilakukan beberapa kali penggantian metode isolasi DNA karena hasil MSP 

yang didapatkan banyak yang tidak terdeteksi pada band methylated maupun 

unmethylated. Penggantian metode ini meliputi penggantian kit dan jumlah plasma yang 

digunakan. Dari metode-metode tersebut, hasil isolasi DNA plasma menggunakan 

500µl plasma dengan metode Natrium iodide (NaI) (Fong et al., 2009)  memiliki 

konsentrasi lebih tinggi dibandingkan  metode yang lain dan hasil MSP dari DNA 

dengan metode isolasi NaI menunjukkan proporsi status tidak terdeteksi lebih sedikit 

jika dibandingkan 2 metode yang lain. Karena itu, penelitian ini selanjutnya 

menggunakan metode NaI. 

Modifikasi bisulfit dilakukan untuk mengkonversi sitosin yang tidak termetilasi 

menjadi urasil dan sitosin yang termetilasi tetap menjadi sitosin, menggunakan methyl-

easy dengan prosedur sesuai kit dan dilanjutkan PCR. Primer BRCA1 (Invitrogen)  

tampak pada tabel 1. PCR menggunakan suhu denaturasi 950C, annealing 620C, dengan 

38 siklus amplifikasi. Elektroforesis dilakukan dengan gel agarose 2%. Kontrol positif 

metilasi (methylated) adalah DNA jaringan dengan metilasi positif atau DNA yang 

dibuat menjadi hipermetilasi dengan SssI methyltransferase. Kontrol positif tidak 

termetilasi (unmethylated) adalah DNA jaringan dengan metilasi negatif untuk masing-

masing gena. Air digunakan sebagai kontrol negatif. Analisis perbedaan proporsi  

hipermetilasi  BRCA1 antar kelompok dilakukan uji Fisher dengan interval kepercayaan 

95%. 

Tabel 1. Primer BRCA1 
 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 
Median hasil isolasi DNA plasma memiliki konsentrasi 34,25 µl dengan nilai 

maksimum 328 µl, minimal 23,5 µl dan merupakan DNA yang terfragmentasi. Hasil 

MSP DNA dari isolasi dengan metode NaI masih ada yang tidak terdeteksi (tidak 

didapatkan baik pada band methylated maupun unmethylated). Hasil MSP dan proporsi 

hipermetilasi gena BRCA1 pada tiap kelompok (n=11) tampak pada Gambar 1 dan 2. 

Gena   Sequen (5' - 3 ') Size 

BRCA1 MF TCGTGGTAACGGAAAAGCGC 75 bp 
  MR AAATCTCAACGAACTCACGCC 
  UF TTGGTTTTTGTGGTAATGGAAAAGTGT 86 bp 
  UR CAAAAAATCTCAACAAACTCACACCA 
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Protein cyclin E  merupakan protein yang diperlukan untuk masuk ke fase S. Dengan 

demikian  ikatan BRCA1 pada pRb mencegah fosforilasi pRb dan pada akhirnya sel 

tetap dalam fase G1 (Deng, 2006). Hipermetilasi BRCA1 memungkinkan sel untuk terus 

berproliferasi. 

Penelitian pada demografi yang berbeda menunjukkan proporsi hipermetilasi 

gena supresor tumor pada lesi jinak payudara lebih sedikit daripada kanker payudara 

(Dulaimi, 2004; Lewis et al., 2005).  Hal ini diduga disebabkan karena hipermetilasi 

gena supresor tumor dipengaruhi oleh beberapa faktor seperti paparan kronis 

karsinogenik dari lingkungan, penuaan, penyakit lain, makanan maupun gaya hidup (Shi 

et al., 2007). Berdasarkan hal-hal tersebut maka hipermetilasi BRCA1 pada DNA 

plasma secara kualitatif saja tidak dapat digunakan sebagai biomarker untuk 

membedakan lesi ganas atau lesi jinak payudara, sehingga tidak dapat digunakan untuk 

deteksi  risiko kanker payudara. 

 

KESIMPULAN 

Tidak didapatkan perbedaan bermakna proporsi hipermetilasi  BRCA1 DNA 

plasma yang diperiksa secara kualitatif antara kanker payudara dan lesi jinak payudara. 
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