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RINGKASAN

Analisis Hubungan Anemia Terhadap Hipoksia Jaringanderta Hubungannya
dengan Regulasi Transkripsi Gen Eritropoietin (Epo)

Firli Rahmah PDB, M. Darwin Prenggorfo Fatchiyafh
LJurusan Biologi, Fakultas Matematika dan IImu Pesigean Alam, Universitas
Brawijaya, Malang
2 Fakultas Kedokteran, Universitas Lambung MangkuBahjarmasin
2013

Anemia merupakan kondisi dimana level Hb seseotamgng dari 12 g/dL. Kondisi
anemia pada pasien kanker ditambah dengan tingding&at proliferasi sel kanker
diduga merupakan faktor utama terjadinya kondigoksia pada jaringan kanker. Kondisi
hipoksia merupakan kondisi dimana level ;pfaringan sangat rendah. Pada kondisi
hipoksia, sel kanker mampu mensintesis proteindgrietin (EPO) dibawah kontrol oleh
faktor transkripshypoxia inducible factor-1 alph@IF-1a). EPO merupakan protein yang
berfungsi untuk meningkatkan pertahanan diri setsénhtase metilasi yang berbeda-beda
pada region promotor dan enhancer gen EPO didugeetgaruh terhadap aktivitas
HIFlo. Penelitian ini dilakukan dalam 2 tahap peneliti#enelitian tahap pertama
dilakukan dengan pewarnaan HE dan imunofluoresénkumengamati proliferasi sel,
serta ekspresi EPO dan reseptornya (EPOR) padaaarikanker payudara pasien anemia
dan non-anemia. Penelitian tahap kedua dilakuk&argein silico untuk mengetahui
pengaruh metilasi pada region regulator gen EP@adap aktivitas HIF1. Persentase
metilasi yang dianalisis adalah 0% (kondisi hipaks#6% (sel kanker kondisi normoksia),
dan 8% (sel normal). Hasil penelitian ini menunjkkbahwa pada kelompok anemia,
ekspresi EPO dan EPOR lebih tinggi dibandingkarapgeompok non-anemia, sehingga
diduga bahwa pada kelompok anemia, kondisi jaringanker adalah lebih hipoksik
dibandingkan dengan kelompok non-anemia. Hasillg@mesecara in silico menunjukkan
bahwa energi paling kecil yang dibutuhkan untukspsointeraksi dengan HIF1 adalah
pada enhancer gen EPO yang tidak termetilasi (komipoksia). Kecilnya energi yang
dibutuhkan untuk proses interaksi menyebabkan rikg#ag terbentuk adalah lebih stabil,
sehingga kemungkinan HIF1 dalam mentranskripsi [§B® adalah lebih besar. Hasil
tersebut mendukung hasil penelitian tahap pertadisana kondisi hipoksia akan
menyebabkan HIF1 lebih aktif dalam mentranskrigasn ¢gPO, sehingga ekspresi EPO
menjadi lebih tinggi pada jaringan yang mengalaomdisi hipoksia.
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SUMMARY

Analysis Impact of Anemia to Hypoxia Condition andit's Correlation with
Transcriptiom Regulation of Erythropoietin Gene

Firli Rahmah PDB, M. Darwin Prenggorfo Fatchiyafh
'Biology Department, Faculty of Mathematics and reltGcience, Brawijaya University,
Malang.
% Medical Faculty, University of Lambung MangkurBgnjarmasin
2013

Anemia is a frequent complication of malignant dises and cancer therapy. In cancer
patients, anemia has been hypothesized to leagntorthypoxia. Tumor hypoxia might
lead to tumor growth and resistance to therapyalse it leads to angiogenesis, genetic
mutations, and resistance of apoptosis. Erythrapoi@&po) is a glycoprotein hormone
which - in the normoxic condition - is producedadult kidney and the fetal liver that
regulates growth, differentiation, and survivalesfthroid progenitors. Epo circulates in
the blood vessels and binds to Epo receptors (EpmRgcelerate viability, proliferation
and differentiation, resulting in an increased nemiif erythrocytes. The promoter region
of Epo becomes methylated in normoxic (non-hypoxapdition, but not in hypoxic
condition. Methylation of the Epo enhancer regiatlohes the transcription activity of
Epo gene. However, the mechanism of this regulatieeds more proper examination.
This research was conducted in two steps. Firpt\s8es to investigate the Epo and EpoR
expression in anemic and non anemic group of breastcer tissue by using
immunofluorescence methods, and the second wasvastigate the effect of different
percentage of methylation on HIF1 activity by usingilico analysis. From a preliminary
study, it's known that in normal cells at non-hymoxonditions, the promoter and
enhancer region of EPO gene become methylated @36tdgreferring to the number of
cytosine being able to be methylated), whereaamter cells the methylation can reach up
to 46%. But at hypoxic condition, the promoter amthancer region of EPO gene are not
methylated. The Epo and EpoR analyzed by immuncékeence showed a higher
expression, especially in anemia group comparedoto-anemia. Comparing different
signal intensities, we found that Epo and EpoR esgion was significantly higher in
anemia than in non anemia. There was a negativeelabon between cancer cell
proliferation with Epo and EpoR expression in aregrioup. In contrast to the situation
with the anemic group, we found a positive coriefatbetween cancer cell proliferation
with Epo and EpoR expression in non-anemic groasillco analysis show that binding
energy in 46% methylated DNA was higher than in ethylated DNA and 8%
methylated DNA. So, we presume that a silencing haeism of the Epo gene by
methylation is correlated with the binding energshich is required for interaction. A
higher methylation percentage correlates with &ddinding energy which can cause an
unstable interaction between DNA and transcripfetor. In conclution, methylation of
promoter and enhancer region of Epo gene leadketwmg.
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BAB |
PENDAHULUAN

1.1Latar Belakang

Anemia adalah kondisi yang banyak terjadi akitari terapi kanker. Berdasarkan
WHO dan National Cancer Institute, anemia dapaaglinenjadi anemia minor (Hb 10-
11,9 g/dL), moderate (8-10 g/dL) dan akut (6,5-@/@L) (Varlotto, 2005). Anemia pada
pasien kanker diduga dapat menyebabkan terjadiogdi&i hipoksia pada tumor, selain
itu proses dari progresifitas tumor yang ditandaghn pertumbuhan seluler yang sangat
cepat juga dapat menyebabkan perubahan lingkungkro numor sehingga akhirnya
menyebabkan terjadinya kondisi hipoksia. Hipokserupakan kondisi dimana kurangnya
suplai oksigen pada jaringan sehingga kadar okg)g€ela jaringan sangat rendah. Kondisi
hipoksia menyebabkan terjadinya aktivasi dari fakb@nskripsi Hypoxia Inducible
Factor-1o (HIFla) yang kemudian akan berasosiasi dengan HIEdn mentranskripsi
beberapa gen target.

Protein eritropoietin (EPO) adalah suatu harmglikoprotein berukuran 30,4 kDa yang
pada kondisi normal di produksi oleh ginjal dani tsrta merupakan regulator utama
untuk produksi sel darah merah sebagai respon peanrkonsentrasi oksigen jaringan
(Jelkmann, 2002)Pada kondisi lingkungan hipoksia, sel kanker dapahgekspresikan EPO
melalui regulasi dari faktor transkripsi HIF1. Ryiot EPO bekerja melalui ikatan dengan
reseptornya yaitu eritropoietin reseptor (EPOR}ivilsi EPOR/JAK2 akan mengaktivasi beberapa
protein intraseluler salah satunya yaitu phosphatiositol 3-kinase (PI3K) yang meningkatkan
pertahanan hidup sel eritrosit (Weiss, 2003). Addivjalur fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K)
menyebabkan fosforilasi protein kinase B (PKB afsiiT) yang memfosforilasi dan meng-
inaktivasi regulator proapoptotik dan memfosforilasB dan menyebabkan lepasnyaclear
factor«B (NF«B) dan translokasinya ke nukleus di manad-dapat memerantarai transkripsi
gen-gen anti-apoptotis (Moore, 2011). Aktivasi ERPI¥K2 juga mengaktivasi beberapa protein
intraseluler yang lainnya, termasuk Shc yang akdif @an mengkatifkan jalur persinyalan Rafl-
Ras1l-MEK-ERK yang akan mendinduksi terjadinya pen@si sel (Burcombe dkk., 2006),
dimana semua efek tersebut secara keseluruhan kilesitgan peningkatan ketahanan hidup sel
(Pajonk dkk., 2004).

Penelitian yang dilakukan oleh Dewi dkk., (2012)nengiukkan bahwa ekspresi EPO
pada masing-masing stadium kanker payudara tidaknpueyai perbedaan yang
signifikan, akan tetapi pada penelitian tersebuigpenbilan sampel dilakukan secara acak

1



tanpa melihat status anemia dan non-anemia daerp&anker payudara sehingga perlu
dilakukan analisis ekspresi EPO pada kelompok kap&gudara pasien anemia dan pada
pasien kanker payudara non-anemia. Penelitiaryaig dilakukan Prenggono, dkk (2012)
dengan menggunakan sampel payudara anemia dameoniaapasien kanker payudara
yang dilihat berdasarkan data klinis pasien merkkain bahwa kondisi anemia tidak
menyebabkan terjadinya perubahan ekspresi faldoskripsi dari gen EPO (HIF-1), akan
tetapi kondisi anemia tersebut memberikan pengganly berbeda terhadap beberapa gen
target transkripsi dari HIF-1. Penelitian-penelitigang telah dilakukan tersebut belum
bisa menjawab secara jelas pengaruh dari anenhad@p ekspresi dari protein EPO
karena induksi dari faktor transkripsi HIF-1.

Region promotor dari gen EPO pada sel norraalse| kanker akan termetilasi dengan
persentase yang berbeda-beda. Penelitian yangukidak oleh Wenger, dkk (1998)
menunjukkan bahwa hipermetilasi pada enhancer gB® Enengurangi aktivitas
transkripsi gen tersebut. Penelitian tersebut didgkoleh penelitian lain yang dilakukan
oleh Yin dan Blanchard (2000) yang menunjukkan kmhwetilasi pada promotor gen EPO
menyebabkan penurunan ekspresi EPO dengan menghakilvitas faktor transkripsi
HIF-1. Penelitian-penelitian tersebut masih beluisabmenjelaskan mengapa metilasi
menyebabkan perubahan regulasi dari aktivitas fakadmskripsi HIF-1, sehingga analisis
secara in-silico dibutuhkan untuk memahami mekaaigersebut. Analisis ini dapat
memberikan kontribusi informasi visual bersifatliéskimia serta molekul-molekul yang
berperan dalam proses tersebut. Kelebihan anahsi@kan membantu memperjelas
pengaruh metilasi terhadap perubahan aktivitaofakanskripsi HIF-1 dan ekspresi dari
protein EPO.

1.2Rumusan Masalah
« Apakah anemia berperan dalam menginduksi hipoksida pjaringan kanker
payudara yang ditandai dengan peningkatan ekdpR€3idan EPOR?
* Bagaimana aktivitas HIF-1 ketika terjadi metilasida promotor gen EPO yang

dianalisis secar silico?

1.3Tujuan Penelitian
* Menjelaskan pengaruh anemia terhadap hipoksia auhan kanker payudara
yang ditandai dengan adanya peningkatan eksprasipEPO dan EPOR.
2



» [Eskplorasi pengaruh metilasi terhadap aktivitas IHtFalam mentranskripsi gen
EPO.

1.4 Manfaat Penelitian

Manfaat penelitian ini adalah didapatkannya infagimpengaruh metilasi terhadap
aktivitas transkripsi gen EPO. Selain itu, didapatkuga informasi pengaruh anemia pada
pasien kanker payudara terhadap ekspresi EPO daR EBhingga bisa dijadikan sebagai
pertimbangan dalam pemberian terapi pasien kardkgrdara dengan menggunakan ESA

(erythropoietin stimulating agent
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2.1 Anemia pada Kanker

Anemia merupakan masalah medis yang berpotensi besapengaruhi luaran Klinis
pasien kanker. Anemia dapat mencapai 60% pada penlilmfoma, kanker paru, kanker
ginekologik atau saluran kemih (Groopman & Itri9®. Prevalensi anemia juga berkaitan
dengan stadium kanker. Pada pasien kanker kolamianterjadi pada 40% penderita
stadium dini dan hampir 80% pada penderita stadamut (Knight, dkk., 2004). Insiden
anemia dilaporkan lebih tinggi (70-90%) pada pasikang menjalani kemoterapi
myelosupresif, radiasi, atau keduanya (Groopmartri& 1999). Anemia juga dikaitkan
dengan luaran klinis dan respons terapi yang Iébituk (Harper & Littewood, 2005).
Anemia merupakan faktor prognostik independen ukai&hanan hidup seorang penderita
kanker (Caro, dkk., 2001). Salah satu penyebabdgéala karena penderita kanker yang
mengalami anemia mungkin tidak menjalani kemotesapara lengkap sehingga menjadi
faktor prognostik yang buruk (Van Belle & Cocqug003). Penurunan kapasitas oksigen
darah juga dapat memicu hipoksia tumor, sehinggayetmbkan resistensi terhadap
radiasi dan kemoterapi tertentu, instabilitas gknéan peningkatan angiogenesis yang

semuanya mempercepat perburukan penyakit (Vaugel, 2001).

Activated immune system
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‘ Shortened survival H Impaired iron usage Suppressed BFU-E/CFU-E|| Reduced EPO-production ‘

! ' ! ;

‘ Cancer-related anemia ‘

(Bohlius, dkk., 2006).

Gambar 1 Mekanisme yang menyebabkan anemia pada kanker
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Anemia dapat terjadi akibat penurunan produksi datah merah, peningkatan
destruksi sel darah merah, berkurangnya sel damatahndi sirkulasi, atau kombinasi
faktor-faktor tersebut (Hurter & Bush, 2007). Anarpada kanker juga dapat disebabkan
karena teraktivasinya sistem imun sehingga mengsidsel T dan sel makrofag untuk
melepaskan sitokin proinflamasi degactive oxygen speci€¢ROS). Sitokin proinflamasi
yang dilepaskan antara lain interferon gamma (f#f;Ninterleukin (IL)-1, dantumor
necrosis factor-alpha TNF-a). Produksi berlebihan sitokin proinflamasi tersedapat
menyebabkan kelainan metabolisme besi, produksi & tidak mencukupi, tidak
adanya respons progenitor eritroid terhadap EP@urpean lama hidup eritrosit, serta
gangguan proliferasi serta diferensiasi sel-sej@ndgor eritroid (Bohlius, dkk., 2006).

Anemia juga dapat terjadi sebagai efek langsung Kemoterapi, radiasi, atau
keduanya pada fungsi sumsum tulang (myelosuprési) fangsi ginjal (nefrotoksisitas)
yang menghambat sintesis EPO (Moliterno & Spiva@96). Selain itu, tumor yang
bermetastasis ke sumsum tulang juga dapat mengggrgges hematopoiesis sehingga
mengakibatkan fibrosis yang menyebabkan jaringanssm normal akan diganti oleh
jaringan fibrosis dan sel-sel tumor. Defisiensiafplvitamin B12 atau besi juga dapat
menyebabkan terjadinya anemia, yang mana ketikaisoptrien yang tidak mencukupi,
khususnya besi, dapat memperberat disfungsi eoigs{s dan menyebabkan tidak

efektifnya proses eritropoiesis (Mercadante, dR@Q0).

2.2 Regulasi Gen Eritropoietin (EPO)

Eritropoietin (EPO) adalah suatu hormon glikopnotdierukuran 30,4 kDa yang
merupakan regulator utama produksi sel darah meedlgai respon akibat penurunan
konsentrasi oksigen pada jaringan (Jelkmann, 20B®)tein EPO tersusun atas 193 asam
amino, dimana hanya 165 asam amino yang berfungskuerikatan dengan reseptor
(Wasley, dkk,. 1991). EPO pada fase fetus di predtérutama oleh sel-sel hati, dan
setelah kelahiran hampir semua EPO yang bersiikdilggembuluh darah berasal dari sel
peritubular fibroblast yang berada pada kortekgabifMaxwell dkk,. 1997). Faktor
transkripsi dari famili GATA diduga penting untukengontrol waktu dan jaringan spesifik
yang akan mengekspresikan gen EPO (Dame dkk,. 2BRdpresi gen EPO bukan hanya
di stimulasi ketika kapasitas,(pada darah menurun, tetapi juga ketika pO2 arteriurun

maupun ketika afinitas Qlarah meningkat (Sohmiya dan Kato, 2000). Terdfplfuasi



harian konsentrasi EPO yang bersirkulasi di pentbalarah, dimana konsentrasi EPO
40% lebih tinggi pada waktu malam dibandingkan padktu pagi (Wide dkk,. 1989).

Terdapat beberapa sekuen DNA regulator pada gen EBKuen kunci terletak pada
Hypoxia Responsive ElemegttRE) yang tersusun dari nukleotida (A/G)CGTG eliiagp
daerah enhancer gen-gen tafdgghoxia inducible factor-{HIF-1). Aktivasi gen EPO oleh
protein HIF-1 diawali dengan terikatnya HIF-1 padgoxia-responsive eleme(liRE)
yang berfungsi sebagai tempat pengikatamding sit¢ dengan HIF-1 dan aktivasi
transkripsi gen-gen target HIF-1. Kompleks HIF tssn atas subunit dan subunif (Lu,
dkk., 2006). Subunit Hlf terdiri atas 3 subtipe, yaitu a1 -20, dan -3. HIF1-o/p
diketahui berfungsi sebagai mediator utama untukvadé gen-gen yang terkait dengan
hipoksia. Peran HIFa/p hingga saat ini belum diketahu secara pasti, d&34l/f diduga
berfungsi sebagai supresor induksi gen yang tehnkaatksia (Hara dkk., 2001).

Terdapat 4 domain aktif pada molekul HIl&-%aitu domain bHLH untuk berikatan
dengan DNA, domain PAS untuk dimerisasi, domamino (NB)-terminal oxygen-
dependent degradation domaiNODDD) dan carboxy-terminal oxygen-dependent
degradation domain(CODDD) untuk degradasi, ser@mino-terminal transactivation
domain (NAD) dan carboxy-terminal transactivation domai(CAD) yang merupakan
domain transaktivasi. HIFBLmemiliki domain bHLH, PAS dan domain transaktiyasi
tetapi tidak memiliki domain degradasi (NODDD/ CODPsehingga terekspresi secara
terus menerus di semua jaringan dalam kondisi de(@hitelaw dkk., 2004).

Enhancer gen EPO terletak pa8faflanking region(Hu, dkk., 1997). Aktifitas dari
ehnancer gen EPO tidak bergantung pada orientasi jal@k dari promoter, serta
menunjukkan respon yang sama terhadap induksihilaoksia, kobalt klorida dan besi.
Enhancer gen EPO terkarakterisasi menjadi tigaaba§ite pertama, pada ujung 5’ dari
gen EPO terdapat sekuen TACGTGCT yang merupakameelé¢empat pengikatan dengan
faktor transkripsi HIF-1 karena induksi hipoksi& $@ktor transkripsi ATF-1 dan CREB-1
diketahui juga terlibat dalam kompleks tersebugpgemasih belum diketahui secara pasti
apakah faktor-faktor tersebut mempunyai peran fiongé untuk enhanceEPOQO. Site
kedua yaitu sekuen CACA pada ujung 3’ dengan pgnjabp pada gen EPO. Tidak ada
protein yang diketahui berikatan dengan sekuenakan tetapi mutasi pada sekuen ini
dapat mengganggu aktivitas dari enhan&ste ketiga pada enhancer gen EPO adalah
sekuen repeat da@ steroid hormone receptofDR-2) yang dipisahkan oleh 2 basa
nitrogen (Benjamin, dkk., 1999).
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GGCCCTACGTGCTGTCTCACACAGCCTGTCTGACCTCTCGACCTACCG

(Benjamin, dkk., 1999)
Gambar 2 Struktur gen EPO pada manusia.

Promotor gen EPO manusia tidak mempunyai konsezisogeen TATA atau CAAT dan
mempunyai panjang 17 bp (-61 sampai -45) yang bggiang jawab terhadap stimulus
hipoksia yang diterima. Pada gEpo elemen-elemen regulator transkripsi utama adalah
hypoxia responsive elemeffiRE) untuk pengikatan HIF-1/@/p dan faktor transkripsi
lain (misalnyahepatic nuclear factofHNF]-4) Elemen regulator DNA lainnya adalah
kidney inducible elemenfKIE), negative regulatory elemeniNRE), liver-inducible
elemen(LIE), dannegative regulatory liver eleme(MiRLE) (Stoctman & Fandrey, 2006).
Terdapat tiga daeraton-codingdari gen EPO yang terkonservasi, yaitu daerah pi@amo
intron pertama daregion 120 bp dari ujung 3’ hinggsite poliadenilase (Benjamin, dkk.,
1999). Metilasi CpG island pada promotor gen EPQOvd&asi antara sel yang
memproduksi EPO dengan sel yang tidak memproduksd.BMelalui penghambatan
pembentukaidNA-binding complexatau dengan pengikatamethyl-CpG binding protejn

metilasi diduga berkontribusi terhadap aktivitaesifik dari promotor EPO (Yin &
Blanchard, 2000).

2.3 Metilasi Promotor EPO



Silencinggen merupakan salah satu karakteristik dari nsetpG island selain itu
aktivitas transkripsi dari promotor juga berhubumgkengan status metilasinya (Meehan,
dkk., 1992). Agen yang menyebabkan demetilasi DAngkali menginduksi silencing
pada gen tertentu. Terdapat dua mekanisme yangaligdibat dalam penekanan aktivitas
transkripsi yang disebabkan karena metilasi pad®& @pand. Pertama, metilasi basa
sitosin (C) pada sekuen pengenalan DNA dapat méngiapengikatannya dengan
sequence-specific trans-acting protegi8iegfried & Cedar, 1997). Metilasi DNA juga
menyebabkan pengikatan famili protein yang menggarsgcara langsung maupun secara
tidak langsung ikatan antara sekuen pengenalan B&gan faktor transkripsi (Hendrich
& Bird, 1998).

CpGisland yang berada disekitar site awal transkripsi meargalhemimetilasi pada
keadaan normoksia, akan tetapi tidak termetilask&gada kondisi hipoksia. Hingga saat
ini masih belum diketahui apakah metilasi pada &tsebut mempengaruhi aktivitas
transkripsi dari promotor atau tidak. Penelitiamgadilakukan oleh Yin & Blanchard
(2001) dengan menggunakan kultur sel Hep3B dan Kahg diberikan perlakuan normal
dan 1% oksigen (hipoksia) menunjukkan bahwa gen EREnpunyai bentuk yang
berbeda pada sel yang mengekspresikan EPO denbamargg tidak mengekspresikan
EPO. Metilasi CpG island pada promotor EPO menggarnmengikatan sekuen spesifik
DNA-binding protein dengan protein faktor transkripgCpGisland termetilasi hanya pada
sel yang tidak mengekspresikan EPO, dan metilasetsis atau hemimetilasi pada CpG
menyebabkan penghalangan pembentukan kompleks Dbtaup. Metilasi site HIF1
pada enhancer gen EPO menghalangi pengikatan lelihgga menyebabkan penurunan

aktivitas transkripsi yang distimulasi oleh enhar{®®enger, dkk., 1998).
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Gambar 3 Modelsilencinggen EPO karena metilasi

Methyl-CpG binding protein-1 (MeCP1) menekan akdiy transkripsi pada sekuen
CpG yang termetilasi dengan densitas yang tingdiO(metil-CpG) (Boyes & Bird, 1992),
sedangkan sekuen CpG yang termetilasi dengan densiindah akan menurunkan
transkripsi dengan merekrut histon deasetilase padaatin melalui interaksi dengan
Methyl-CpG binding protein-ZMeCP2). (Nan, dkk., 1998). Promotor minimal dgein
EPO pada manusia berada pada 117 bp dari sitetranakripsi (kurang lebih -240 bp dari
site awal translasi). Promotor gen EPO kaya akaa kadan G, serta sedikit mempunyai
TATA box. GATA box berada pada 25 — 30 bp upstream site awal transkripsi yang
merupakan sekuen untuk berikatan dengan TFIID/TBR diduga berikatan dengan
member famili GATA. Enhancer dan promotor dari geRO keduanya berinteraksi
dengan faktor transkripsi HIF-1 yang merupakan dderiteterodimer dari HIF#&- dan
ARNT (HIF1B) (Imagawa, dkk., 1997)

2.4 Reseptor Eritropoietin (EPOR)

Reseptor eritropoietin (EPOR) termasuk dalam sapdlf reseptor sitokin. Reseptor
dalam kelompok ini memiliki ciri-ciri khusus, yaitdlomain pengikat ligan ekstraseluler
dengan dua pasang gugus sistein motif WSXWS, sanaioh transmembran, dan domain
intraseluler tanpa aktivitas katalitik (Brines, dkR004) Protein EPOR tidak memiliki
aktivitas tirosin kinase intrinsik untuk mengaksvaalur pensinyalannya. Reseptor akan
mengalami dimerisasi saat berikatan dengan prd&i@® sehingga akan mengaktivasi

diferensiasi sel-sel eritroid. Domain sitoplasmiR@R dapat dibagi menjadi dua bagian.
9



Sekitar separuh dari domain sitoplasmik yang bedekat membran plasma, dibutuhkan
untuk membangkitkan sinyal-sinyal transduksi untpkoliferasi dan diferensiasi,
sedangkan separuh lainnya dibutuhkan untuk menigaensinyal transduksi (Maruyama,
dkk., 1994).

Gen EPOR kurang lebih mempunyai panjang 6 kb desusen atas delapan ekson.
Ekson 1-5 mengkode domain ekstraseluler, eksonrgjkoele domain transmembran, dan
ekson 7-8 mengkode domain sitoplasmik (Maouche,.,dkR91). Protein EPOR dan
MRNA EPOR telah diketahui terekspresi pada bebejapagan non-hematopoietik,
seperti otak, ginjal, plasenta, sel endotel, magps$el retina, sel adrenal korteks, dan pada
beberapa jenis sel-sel kanker. Meskipun EPOR diskm@psi secara terus menerus
(Wickrema, dkk,. 1992), hipoksia dan anemia didutggpat menyebabkan terjadinya
peningkatan ekspresi EPOR pada jaringan hematdpdi@h otak. Pada bagian fénkin
regiongen EPOR terdapat elemen regulator GATAL dan 381 @kk,. 1991).

Exons | 1 2 3 4 5 6 7 _*8
Lt A . o
, TR IR AT BN YA Nl
EPOR transcripts 1 , 2% 31457 8:/7 & *8 P"‘PPP?‘ P"P}
F-EPOR[_I__I 1 1 mow 1 T b
* w?}?} w’P‘
S-EPOR—T—1 —1 B 7 S P-P‘P}Pk
* Uae
T-EPORC__T—I I — ) S — J‘&

* Stop codon
Ei™@ Transmembrane coding
1 Coding sequence

1 Non -eoding sequence
1M Introns i alteratively spliced forms
(Sinclair AM, dkk,. 2007)

Gambar 4 llustrasi gen EPOR, stop kodon di tunjukkan dengan

Protein EPOR pada manusia tersusun atas 508 asamo a@engan massa molekul
kurang lebih 56kDa. Susunan asam amino pada EP@Radain yaitu: 24 asam amino
merupakan signal peptide yang akan terpotong seteoses modifikasi, 225 asam amino
menyusun domain sitoplasmik, 23 asam amino menydsuorain transmembran, dan 236
asam amino menyusun domain sitoplasmik. Pada doekstraseluler terdapat residu
sistein yang terkonservasi dan motif “WSXWS” (ldlik,. 1998).
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Gambar 5 Berbagai bentuk protein EPOR : EPOR fungsiondEf©-R), EPOR yang terpotong
(T-EPO-R), EPOR yang disekresi (S-EPO-R)

Sebanyak 225 asam amino yang menyusun domain slsilexr EPOR terdiri atas dua
domain menyerupai fibronektin tipe-1ll. Masing-magidomain mempunyai 7 untai beta,
dan ketujuh untai tersebut terhubung dengan reaghm amino yang terlibat dalam
pengikatan EPO. Studi dengan X-ray kristalogratuls mempelajari interaksi antara EPO
yang termutasi dengan domain ekstraseluler EPORimgkkan bahwa satu protein EPO
berikatan dengan dua EPOR meskipun afinitas petagikga berbeda dibandingkan
dengan afinitas ketika EPO normal yang berikatargde EPOR. Afinitas masing-masing
binding sitepada EPOR ketika berbentuk dimer dan ketika bepada plasma membran
hingga saat ini masih belum diketahui (Syed, dk&98).

2.5 Sinyal transduksi EPO dengan EPOR
Kondisi hipoksia pada ginjal akan meningkatkan edsipEPO yang di stimulasi oleh

protein HIF-1. EPO akan berikatan dengan EPOR kiztam antara EPO dengan EPOR ini
menyebabkan tejadinya perubahan konformasi yangyebabkan EPOR berasosiasi
dengan molekulanus family protein kinase @AK2) yang menstimulasi autofosforilasi
dan aktivasi JAK2. Selanjutnya, molekul JAK2 akasnmiosforilasi delapan residu tirosin
pada domain sitoplasmik EPOR, yang selanjutnyauhgdi sebagaglocking siteuntuk
berbagai protein signaling intraseluler. Salah gatiein tersebut adalaignal transducer
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and activator of transcriptio(STATS) yang di fosforilasi oleh protein JAK2 sebga
berdisosiasi dari EPOR, membentuk dimer, dan keamubertranslokasi menuju nukleus
untuk mengaktifkan berbagai gen target (Silva dk899).

=+ Homodimerization

=+ JAK2 phosphorylation

=+ Tyrosine phosphorylation of
EPO receptor and
cytosolic signal transducers

=+ Activation of transcription factors
(STATS) and enzymes (PI-3K, MAPK)

=+ Survival, proliferation, differentiation

(Jelkmann, 2004)

Gambar 6 Persinyalan EPO dan EPOR
Aktivasi EPOR/JAK2 juga mengaktivasi beberapa pnotatraseluler yang lainnya,

termasuk Shc yang akan aktif dan mengaktifkan jaignaling untuk proliferasi sel
eritrosit, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) yameningkatkan pertahanan hidup sel
eritroid, serta phospholipase yCyang berperan dalam proliferasi sel eritroid (¥¢ei
2003). Aktivasi JAK2 juga mengaktifkaneat shock proteirfHsp) 70 yang kemudian
mengikat dan meng-inaktifkan faktor-faktor proamait seperti apoptosis protease
activating factor-1 (Apaf-1) dan apoptosis-inducing factor(AIF). Aktivasi jalur
fosfatidilinositol-3-kinase (PI3K) menyebabkan fasiasi protein kinase B (PKB atau
AKT) yang memfosforilasi dan meng-inaktivasi redata proapoptotik seperti Bad,
caspase 9 dan GSR3PKB/AKT juga memfosforilasidB dan menyebabkan lepasnya
nuclear factor«kB (NF-«B) dan translokasinya ke nukleus di mana #--dapat
memerantarai transkripsi gen-gen antiapoptotikaiSetu, PKB/AKT juga memfosforilasi
faktor transkripsi FOXO, menghambat translokasikgainti sel dan ligan Fas dan Bim
yang pro apoptosis, dimana semua efek tersebutrasdaseluruhan mengakibatkan

peningkatan ketahanan hidup sel (Pajonk dkk., 2004)
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Gambar 7 Jalur transduksi EPO-EPOR

2.6 Modelling dan Visualisasi Struktur Protein

Prediksi struktur protein bertujuan untuk meramalls&ruktur tiga dimensi protein
berdasarkan sekuen asam aminonya, dengan kataelaisaha untuk meramalkan struktur
tersier dan struktur sekunder berdasarkan strykiomer protein. Secara umum, metode
prediksi struktur protein yang ada saat ini dapkatdgorikan ke dalam dua kelompok,
yaitu metode pemodelan protein komparatif dan neefpemodelarde novo(Krane &
Raymer, 2003).

Pemodelan protein komparati€dmparative protein modellingyaitu meramalkan
struktur suatu protein berdasarkan atas strukttepr lain yang telah diketahui. Salah satu
penerapan metode ini adalabmology modellingyaitu prediksi struktur tersier protein
berdasarkan atas kesamaan struktur primer prd®@modelan homologi didasarkan atas
teori bahwa dua protein yang homolog memiliki stiukyang sangat mirip satu sama lain.
(Marc, dkk., 2009). Pada metode ini struktur syatotein yang disebut dengan protein
target ditentukan berdasarkan atas struktur prokaim atau protein cetakan/templat
(template proteip yang telah diketahui dan memiliki kemiripan sekudengan protein
target. Templat yang digunakan dalam homologi rioglemerupakan protein yang
strukturnya telah diketahui dengan metode kristalfogsinar-X dan disimpan dalam
Protein Data Bank (PDB). Ketika struktur proteidagia satu famili telah diketahui secara
eksperimental, maka struktur untuk anggota famibtgin yang lain dapat diketahui

berdasarkan model dari penyejajaran struktur yatad tdiketahui tersebut. Kondisi yang
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dibutuhkan agar pemodelan berjalan dengan baikalhd@) adanya persamaan antara
sekuen target dan strukti@mplatedan (ii) penyejajaran yang signifikan antara kedua
struktur tersebut (Mount, 2004).

Pemodelan komparatecara umum terdiri atas lima tahapan yang beruruta
Tahapan awal adalah pencarian protein yang tekatatiui struktur tiga dimensinya yang
berhubungan dengan sekuen target, biasanya pendia&ukan pada basis Protein Data
Bank (PDB). Tahapan kedua yaitu memilih struktungzakan dijadikan sebagamplate
Ketiga, penyejajaran sekutamplatedan sekuen target. Tahap keempat, pembuatan model
berdasarkan informasi sekuen target yang telahjaghskkan dengan strukteemplate
Tahap kelima yaitu mengevaluasi model dengan kaitertentu (Hill, dkk., 2011)

Penerapan lain pemodelan komparatif igiabtein threadingyang didasarkan atas
kemiripan struktur tanpa kemiripan sekuens prirhatar belakangprotein threadingalah
bahwa selama proses evolusi struktur protein lethikonservasi daripada sekuen
proteinnya dimana daerah-daerah yang penting baggsf protein dipertahankan
strukturnya. Pada pendekatan ini, struktur yangngakompatibel untuk suatu sekuen
asam amino dipilih dari semua jenis struktur tigeehsi protein yang ada. Metode-
metode yang tergolong dalanprotein threading berusaha menentukan tingkat
kompatibilitas tersebut (Marc, dkk., 2009)

Struktur protein juga dapat ditentukan dari sekymimernya tanpa membandingkan
dengan struktur protein lain berdasarkan pendekdéamovoatau ab initio. Terdapat
banyak kemungkinan dalam pendekatan ini, misalmyay@n menirukan proses pelipatan
(folding) protein dari struktur primernya menjadi struktersiernya (misalnya dengan
simulasi dinamika molekular), atau dengan optimigkbal fungsi energi protein. Prinsip
dari metode ini didasari pada kenyataan bahwa ipra@kan mengalamfolding pada
sekuen tertentu yang sama, serta prinsip bahwaipsptotein yang berkerabatan secara
evolusi dan memiliki sekuen asam amino yang seakpa memiliki struktur yang serupa
(Mount, 2004).

Visualisasi protein secara virtual dari file PDB pda dilakukan dengan
menggunakan program-program komputer. Selain ntelilsualisasi, program-program
tersebut juga dapat digunakan untuk menganalisia seengubah format PDB ke dalam
format lainya. Studi mengenai kompleksitas strukiuakromolekul tidak terlepas dari
peran program pemodelan dan visualisasi. Prosesligasi merupakan salah satu cara
untuk memahami lebih mendalam tentang dunia biategliekuler. Saat ini telah banyak
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software yang dikembangkan untuk keperluan visualisasi kiiru ataupun untuk
menganalisis hasil simulasi MDMplecular Dynamicp suatu molekul (Murray, dkk.,
2009).

2.7 Software Penunjang Analisis In silico

Pemahaman proses-proses biologi saat ini ddigaji dan diperdalam dengan studi
secara bioinformatika. Pada bioinformatika, dipmigenerapan teknik biokomputasi
untuk mengelola dan menganalisis informasi biolo&glang ini mencakup penerapan
metode-metode matematika, statistika dan inforraatikituk memecahkan masalah-
masalah biologis terutama yang terkait dengan sekdA dan asam amino. Pendekatan
secara bioinformatika akan memberikan nilai intetgsi lebih dari sekuen DNA maupun
asam amino yang di dapatkan. Hasil yang diperobgtatberupa informasi mekanimse
metabolisme maupun mekanisme evolusi (Murray, d809). Penelitian secara in silico
memiliki peran penting dalam menganalisis data gierdan genom secara efektif dan
efisien. Dapat juga dilakukan analisis dan idekdigi adanya mutasi genetis pada penyakit
manusia serta desain obat yang berbasis inforneasitig (Kelsell, dkk., 2007; Feng dkk.,
2010). Menurut Kelley (2009), kelebihan metodedapat digunakan untuk memprediksi
pengaruh mutasi genetik pada struktur protein.

Metodemolecular dockingadalah metode yang digunakan untuk mengetahuisfung
dari suatu makromolekul. Tujuan docking antaranigaseptor yaitu untuk memprediksi
banyaknya ikatan kimia antara ligan dengan resegslmm konformasi tiga dimensi serta
mengetahui afinitas serta besarnya energi yangndig@an dalam pembentukan interaksi
tersebut (Morris & Lim Wilby, 2008). Jumlah programolecular viewer dapat
mengkonversi koordinat atom menjadi tampilan mdleRuogram tersebut juga mungkin
menghitung ulang informasi untuk menghilangkan dadtkonsistenan di database atau
untuk mensuplai informasi yang hilang. Kebutuhaogpam visualisasi bagi studi biologi
molekular ataupun MD dapat dilihat dari berbaggiets Perangkat lunak visualisasi
dibutuhkan untuk beberapa hal, diantarnya yaituukintnemvisualisasi berbagai
konformasi dari struktur tunggal atau hasil simullkD, visualisasi secara real-time,
ataupun digunakan untuk menganalisis mekanisme kuele seperti prosedolding
ataupundocking Pymol merupakan perangkat lunak yang handal @saoaguna untuk
visualisasi grafis molekular. Program ini dikembkanry menggunakan bahasa
pemrograman-C dan Python oleh Warren L. DelLanograro visualisasi ini merupakan
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program multiplatform yang dapat berjalan padaesisbperasi Unix/Linux, Windows,
ataupun Mac-OS dan mudah digunakan karena tamgdaberbasis grafis atau GUI
(Grapichal User Interface Berikut adalah beberapa sofware untuk analissas in-
silico:

a. PatchDock

PatchDock merupakan web service yang memiliki algar untuk docking secara
rigid body. Web server ini mampu menghitung tranmsfasi 3D suatu molekul dengan
molekul yang lain dengan tujuan untuk memaksimalkesentuk komplementer
permukaan dan meminimalisasi jumlah steric clagbesovny, dkk., 2002).

b. LigandScout

LigandScout merupakan software untuk membuat mplkl@imacophore dari data
struktur kompleks makromolekul dengan ligan atau gangujian molekul organik.
Penggabungan definisi lengkap dari fitur kimia 38Bng digambarkan berinteraksi
dengan ligan dan melingkupi sisi pengikatan pad&romaolekul (Wolber, dkk.,
2005).

c. Groningen Machine for Chemical Simulation (GROMACS)

Beberapa aplikasi yang dapat dilakukan dengan meraggn GROMACS vyaitu
simulasi membran, simulasi protein membran, int@rakolekul dengan sinar X,
simulasi pembentukan konformasi 3D protein (foldingnekanisme docking suatu
ligan dengan molekul tertentu serta pengujian btadisuatu makromolekul (VanDer
Spoel, dkk., 2005)

d. Yet Another Scientific Artificial Reality Applicatin (YASARA)

YASARA merupakan software yang dapat digunakankimemodifikasi struktur
dari suatu molekul (Kumar, dkk., 2012), sepertiifast, hidrosilasi, glikosilasi, dan
lain sebagainya. Software ini juga dapat digunakemuk menentukan kondisi
lingkungan kimia masing-masing atom dari suatu kdlérieger, dkk., 2002)

e. PyMOL

PyMOL sebagai program visualisasi grafis molek dapat digunakan untuk
beberapa hal antara lain yaitu: untuk membaca latés protein PDB (Protein Data
Bank), menampilkan struktur 3D makromolekul denbarbagai representasi bentuk,
visualisasi hasil kristalografi, melakukan selelan mengedit bagian tertentu pada
molekul, menampilkan proses trajektori hasil sirsuMD, membuat file animasi, dan
analisis molekular lainnya seperti visualisasi vearrb-factor, penyejajaran
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makromolekul, menghitung jumlah ikatan hidrogennarapilkan sekuens protein dan
kalkulasi struktur sekunder. Software ini dapat gggmakan bantuan script phyton
untuk dapat menampilkan efek-efek tertentu (Deldsno Sarina, 2004).
f. Hex 6.3

Hex 6.3 merupakan software yang digunakan untulaka&bn docking antara dua
molekul. Software ini dilengkapi dengan algoritm@TE- yang berfungsi pada gerak
bebas makromolekul dan mempercepat proses docking gilakukan. Disediakan
fungsi energi minimalisasi dan refinement padavef ini untuk mendapatkan hasil
energi interaksi yang lebih baik. Selain itu, paogrini juga dapat digunakan untuk
superimpose (Macindoe, dkk., 2010).

2.8 Kerangka Konseptual

Kanker payudara merupakan kanker nomor dog paling banyak menyerang wanita
diseluruh dunia. Terapi pada pasien kanker settidadiesensitivitasan dari EPOR dalam
menangkap EPO seringkali menyebabkan terjadinymianpada pasien kanker. Kondisi
anemia ditambah dengan proses dari progresifitavortuyang ditandai dengan
pertumbuhan seluler yang sangat cepat diduga da@ayebabkan perubahan lingkungan
mikro tumor sehingga menyebabkan terjadinya konbipoksia. Hipoksia merupakan
kondisi dimana kurangnya suplai oksigen pada janngehingga kadar oksigen pada
jaringan sangat rendah. Pada kondisi hipoksiasedekanker akan mampu mentranskripsi
beberapa gen yang terkait dengan pertahanan tlkesker melalui aktivasi dari protein
HIF-1, salah satunya adalah EPO. Gen EPO pada dtomain-hipoksia akan termetilasi
pada bagian promotornya, akan tetapi pada kongiskki, promotor gen EPO tidak akan
termetilasi. Metilasi gen EPO menyebabkan perubastoktur dari gen EPO dan
menyebabkan penurunan ekspresi protein EPO, akapi tpenyebab terjadinya hal

tersebut sampai sekarang masih belum diketahuisspeati.
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BAB Il
METODE PENELITIAN

3.1 Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian dilakukan mulai bulan April - JAD13 di Laboratorium Sentral llmu Hayati
Universitas Brawijaya dan Laboratorium Bioinfornkatidan Komputasi Jurusan Biologi
Universitas Brawijaya. Penelitian ini telah mendkpa sertifikat kelaikan etik dari
Komisi Etik  Kedokteran, Fakultas  Kedokteran, Unsiexs  Brawijaya
(No:157A/EC/KEPK-S3-JK/06/2011) pada tanggal 23 204.1.

3.2 Kerangka Operasional

Penelitian dilakukan dalam dua tahap penelitiardaPpenelitian tahap |, diteliti
hubungan antara anemia dengan hipoksia pada jaryagay ditandai dengan ekspresi dari
protein EPO. Penelitian dilakukan dengan melakusewarnaan imunofluoresen untuk
mendeteksi ekspresi EPO dengan EPOR pada jariragdekpayudara pasien anemia dan
pada jaringan kanker payudara dari pasien non-ane8elanjutnya dilakukan analisis
proliferasi sel dengan cara menghitung jumlah sekkr pada jaringan kanker payudara.
Selanjutnya di analisis hubungan antara prolifesasikanker dengan ekspresi EPO dan
EPOR untuk mengetahui pengaruh EPO terhadap pposiderasi sel-sel kanker secana
Vivo.

Penelitian tahap Il dilakukan dengan menganalisisgpruh metilasi pada promotor
gen EPO terhadap mekanissikencingdari gen EPO tersebut secarssilico. Analisis ini
dilakukan untuk mengetahui bagaimana metilasi ysergqgkali terjadi pada kondisi non-
hipoksia dapat menyebabkan terjadingigencing dari gen EPO tersebut. Berikut ini
merupakan diagram kerangka operasional dari pemeliang akan dilakukan:
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Gambar 9 Kerangka operasional

3.3 Pewarnaan hematoksilin-eosin (HE)

Langkah awal dari pewarnaan HE adalah irisan jarninganker pada gelas preparat
direndam dalam xylol | selama 10 menit dan kemudiatam xylol 1l selama 5 menit.
Selanjutnya dilakukan dehidrasi dalam etanol abhs®0% dan 70% masing masing
selama 5 menit. Setelah itu slide dicuci dengan B&&ma 5 menit dan diulang sebanyak
3 kali. Kemudian preparat direndam dalam pewarnaabteksilin selama 2 menit, lalu
dicuci dengan air mengalir selama 5 menit. Kemudiamarnai kembali dengan eosin
selama 10 menit. Selanjutnya preparat dicuci demgamengalir selama 5 menit dan di
dehidrasi kembali dengan etanol 70% dan 90% mamiaging selama 2 menit dan
dilanjutkan dengan etanol absolut selama 2 memiarsgk 2 kali. Selanjutnya slide di
rendam pada xylol 2 x 5 menit. Slide kemudian digeranginkan dan ditetesi dengan
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enthelan, lalu ditutup dengan coverglass dan diafBancroft dan Marilyn (2002) dalam
Firdausi, 2008).

Hasil pewarnaan HE selanjutnya di amati dengan guemakan mikroskop BX-53
untuk menghitung jumlah sel kanker pada jaringamk&a payudara. Di ambil 3 bidang
pandang untuk masing-masing slide preparat untmkuklean di hitung sel kanker pada
ketiga bidang pandang tersebut. Dari ketiga bidasgdang tersebut kemudian dihitung

rata-rata jumlah sel kanker pada masing-masing slmp

3.4 Analisis Imunofluoresen

Pewarnaan imunofluoresen dilakukan secaraldostaining terhadap protein EPO
dengan EPOR. Slide preparat direndam dalam xylgl 2 menit, kemudian direndam
dalam etanol absolut selama 2 x 5 menit dan ditlkajudengan etanol 90% dan 70%
masing-masing selama 5 menit. Selanjutnya direndi@iaom PBS 3 x 5 menit. Kemudian
preparat dimasukkan dalam 10mM buffer sitrat (pHi&) dipanaskan dalam microwave
padahigh temperatureselama 10 menit. Preparat dan wadah selanjutiygudrkan dari
mirowave dan ditunggu beberapa saat. Setelahrgpapat dicuci dengan PBS 3 x 5 menit,
lalu di blocking menggunakan 2% susu skiwernignt Slide preparat kemudian di cuci
kembali dengan PBS 3 x 10 menit. Kemudian ditedesigan antibodi primeanti-EPO
rabbit IgG (1:1000) dalam 2% susu skim di suhu ruang selajaenl Setelah itu, preparat
dicuci lagi dengan PBS 3 x 10 menit. Preparat itetesi dengan antibodi sekunder
Mouse-anti rabbit FITC labelleflLl:1500) selama satu jam dalam suhu ruang taripyaa
kemudian di cuci dengan PBS 3 x 10 menit dablaitkingkembali dengan menggunakan
2% susu skinmovernignt Slide preparat kemudian di cuci kembali dengars BBx 10
menit. Kemudian ditetesi dengan antibodi primaeti-EPOR mouse Ig&1:1500) dalam
2% susu skim di suhu ruang selama 1 jam. Setelapri¢parat dicuci lagi dengan PBS 3 x
10 menit. Preparat lalu diinkubasi dengan antilsekunderGoat-anti mouse rhodamin
labelled (1:1500) selama satu jam dalam suhu ruang tanpayaa kemudian di cuci
dengan PBS 3 x 10 menit. Hasil pewarnaan imunagsem selanjutnya diamati dan
dianalisis dengan menggunak@onfocal Laser Scanning Microscof@LSM; Olympus).
Masing-masing sample diamati pada 3 bidang pandseizagai ulangan, kemudian
dianalisis rata-rata ekpresi EPO dan EPOR padagrasasing sampel.

3.5 Analisisin silico
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3.5.1 Modelling struktur 3D Protein dan nukleotida

Sekuen gen EPO (NG_021471) serta sekuen asamo &l1F-1o (Q16665.1) dan HIF-
18 (P27540.1) diperoleh dari NCBN&tional Center for Biotechnology Informatjon
Selanjutnya dilakukan prediksi struktur 3 dimensotgin dengan metodéomology
modellingmenggunakan web serviGwiss modelPemodelan homologi didasarkan atas
teori bahwa dua protein yang homolog memiliki stiukyang sangat mirip satu sama lain.
Pada metode ini struktur suatu protein yang diselmrigan protein target ditentukan
berdasarkan atas struktur protein lain atau pratetakan template proteihyang telah
diketahui dan memiliki kemiripan sekuen dengan grotarget. Setelah itu dilakukan
prediksistruktur 3D promotoEPO yang dilakukan dengan web server 3D-DART (3DNA-
Driven DNA Analysis and Rebuilding Tool). StruktBD protein dan DNA yang terbentuk

kemudian divisualisasi dengan menggunakan softRneol

3.5.2 Metilasi promotor EPO

Proses metilasi dilakukan dengan bantuan dari so#fwWYASARA (Yet Another
Scientific Artificial Reality Application). Metilasdilakukan pada basa nitrogen sitosis (C)
pada promotor gen EPO (-61 sampai -45). Pilihan umdnild’ digunakan untuk
memasukkan gugus metil pada basa nitrogen, dahapilmenu ‘adjust bond order’
digunakan untuk mengoreksi ikatan yang terbentwuk&ir DNA yang telah dimetilasi
selanjutnya dilakukan minimalisasi energi denganb wserver YASARA energy

minimization

3.5.3 Docking
Docking antara HIF¢l dengan HIF-f dilakukan dengan menggunakan web server
HADDOCK sehingga akan menghasilkan struktur HIFS&lanjutnya dilakukan docking
antara protein HIF-1 dengan sekuen gen EPO mengguidADDOCK dan sofware Hex
6.3. Data sekuen gen EPO (*.pdb) dimasukkan kendelax worksheediikuti dengan file
HIF-1 (*.pdb). Struktur permukaan masing-masingi@rodilakukarsettingdalam kondisi
surface Setting dockingang dilakukan antara lain:
a. Perbaikan hasitlocking (refinementflengan menggunakamnergy minimization
padapost processing
b. Algoritma yang digunakan adalaRFT (Fourier Fast Transform)secara tiga
dimensi
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c. Prosesdocking scardilakukan pada bentuk topologi permukaan protemasdan
interaksi elektrostatis asam amino.
d. Perputaran ligan dan reseptomsditingsebesat 180
Data hasitockingyang diperoleh berupa energi ikatan antara keduangsildocking
di simpan dalam bentuRDB file. Visualisasi ikatan hidrogen dan pasangan asamami
yang terlibat dalam interaksi antara kedua proti@pat dilihat dengan bantuan software
NUCPLOTdanLIGANDSCOUT.

3.6 Analisis Data

Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan duankpbk sampel, yaitu sampel
jaringan kanker payudara dari pasien anemia dampelajaringan kanker payudara dari
pasien non-anemia. Untuk masing-masing kelompokylgh sampel yang digunakan
adalah sebanyak 10 sampel, dan untuk masing-masimgpel akan dianalisis ekspresi
protein EPO dan EPOR serta dianalisis tingkat fera@lsi sel kanker dari sampel tersebut.
Analisis data secara statistika dilakukan dengangmenakarindependent sample T-test
Data ekspresi EPO, EPOR, serta proliferasi sel afaandingkan antara sampel anemia
dengan sampel non-anemia dengan melihat signifikdas dua kelompok tersebut.
Selanjutnya dilakukan uji korelasi dan uji regrasitara masing-masing variabel yang
diamati untuk melihat hubungan dan pengaruh daiusuariabel terhadap variabel yang

lainnya.
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BAB IV
HASIL DAN PEMBAHASAN

4.1 Analisis Hubungan Antara Anemia Dengan EkspredePO dan EPOR
Kelompok anemia merupakan sampel jaringan kankgudaaa dari pasien dengan
level Hemoglobin (Hb) rata-rata 8,76 g/dL, sedamglevel Hb rata-rata dari pasien non-
anemia adalah 12,98 g/dL. Data sel darah yang uoteljpmlah leukosit, eritrosit,
trombosit, dan hematokrit pada masing-masing ketdmgecara lengkap dapat dilihat
pada tabel berikut:
Tabel 1 Data sel darah dari pasien kanker payudara

Parameter Anemia Non-anemia
Hb (g/dL) 8,76 + 1,89 (10) 12,98 + 0,79 (10)
Leukosit (uL) 8,51 + 3,63 x 10 (10) 7,44 + 2,11 x T0(8)
Eritrosit (uL) 4,16 +0,57 x 10 (7) 4,76 + 0,37 x 19 (8)
Thrombosit (uL) 343,3 + 168,25 x 10(10) 314,75 + 62,94 x £0(8)
Hematokrit (vol%) 29,68 £ 4,9 (9) 38, 76 + 3,96 (8)

Sumber: Medical record dari pasien kagayudara, (jumlah pasien)

Berdasarkan tabel di atas, terlihat bahwa level jbilmlah rata-rata sel darah merah
(eritrosit) dan jumlah hematokrit pada kelompokraizeadalah lebih rendah dibandingkan
pada kelompok non-anemia, sedangkan jumlah seh gargh (leukosit) dan keping darah
(trombosit) pada kelompok anemia lebih tinggi dadig@ kelompok non-anemia.
Hemoglobin merupakan senyawa pembawa oksigen yaBagsun atas kompleks protein-
pigmen yang mengandung zat besi. Kompleks terdedwtarna merah dan terdapat di
dalam eritrosit. Sebuah molekul hemoglobin memil&mpat gugus haeme yang
mengandung besi fero dan empat rantai globin (Brgak001). Pada data penelitian ini,
jumlah eritrosit pada kelompok anemia lebih sediiitandingkan dengan jumlah eritrosit
pada kelompok non-anemia, sehingga level Hb kel&imaoemia-pun lebih rendah
dibandingkan dengan kelompok non-anemia.

Kondisi anemia diduga dapat menyebabkan perubatekanisme regulasi ekspresi
EPO dan EPOR. Suatu penelitian yang dilakukan Dlehst dkk., (2003) menunjukkan
bahwa terdapat suatu korelasi yang kuat antararpeamn level Hb dengan peningkatan
angiogenesis yang diamati pada tumor yang mengdigoksia kronis dengan nilai pO
jaringan yang rendah. Hasil tersebut mendukung a@lugaahwa anemia berpengaruh

terhadap kondisi hipoksia jaringan, dan hipoksianyebabkan perubahan mekanisme
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kontrol gen-gen yang terlibat dalam proses angiegienPada jaringan atau organ normal,
suplai oksigen (& dapat memenuhi kebutuhan sel. Namun pada tumdatpdaju
konsumsi @ dapat melebihi suplai oksigen dan menimbulkan-area dengan kadar,O
yang sangat rendah (hipoksia) (Vaupel, P dkk., PO®ada kondisi non-hipoksia
(normoksia), region promotor dan enhancer gen ER®gadami hipermetilasi, sedangkan
pada kondisi hipoksia tidak. Metilasi yang terjpdda daerah promotor dan enhancer gen
EPO diduga dapat menyebabkan perubahan aktivites fanskripsi dari gen EPO, yaitu
hypoxia inducible factor-1 alpha(HIF-1a) sehingga menyebabkan perbedaan jumlah
ekspresi EPO pada kondisi hipoksia dan normoksia &Blanchard, 2000).

Analisis ekspresi EPO dan EPOR dilakukan dengangmenakan analisis secara
imunofluoresendouble-staining Hasil pewarnaan imunofluoresen tersebut dapdtatlil

pada gambar sebagai berikut:

HE EPC EPOF EPO + EPOR + DI

Anemia

Non-anemi:

Gambar 10 Histopatologi jaringan kanker payudara pada koratigmia dan non anemia. Analisis
profil histopatologi dengan menggunakan pewarna&n(®] e) menunjukkan bahwa
sebagian besar sel-sel pada jaringan payudara beekbah menjadi sel kanker,
sedangkan analisis secara imunofluoresen (b-ddrjunjukkan bahwa sel-sel yang
mengekspresikan EPO (b, f) dan EPOR (c, g) adalatet kanker.

Pada kelompok anemia dan non-anemia, terlihatyadakspresi protein EPO dan
EPOR dari hasil pewarnaan imunofluoresen jaringank&r payudara (Gambar 10), akan
tetapi ekspresi EPO dan EPOR terlihat lebih tinggda kelompok anemia daripada
kelompok non-anemia. Ditemukan adanya pola eksE€® dan EPOR yang berbeda
antara kelompok anemia dengan kelompok non-anehaingan kanker payudara yang

25



diambil dari pasien anemia mempunyai ekspresi EBQy yebih rendah daripada EPOR,
sedangkan pada kelompok non-anemia ekspresi EP{D teiggi daripada EPOR.
Berdasarkan hasil pengukuran ekspresi rata-ratada@POR diketahui bahwa ekspresi
EPOR pada kelompok anemia (1048 + 99,72) secata isfaih tinggi daripada kelompok
non-anemia (233,72 = 44,57), begitupula dengan reksfEPO yang pada kelompok
anemia (990,04 + 119,35) lebih tinggi daripada kglok non-anemia (630,46 + 77,17).
Tingginya ekspresi EPO dan EPOR pada kelompok anedifbandingkan dengan
kelompok non-anemia menimbulkan dugaan bahwa kollggkungan mikro tumor pada
kelompok anemia lebih hipoksia dibandingkan padarkpok non-anemia. Pada tumor
padat, respon adaptif terhadap hipoksia adalah ubarfgan dengan angiogenesis,
peningkatan agresivitas, penurunan apoptosis, damumnnya respon terhadap terapi
(Dunst dkk., 2003).
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Gambar 11 Ekspresi EPO dan EPOR pada kelompok anemia damamemia (A) dan proliferasi
sel kanker pada kelompok anemia dan non-anemia{Bherbeda secara signifikan
pada Pvalue < 0.05.

Analisis secara statistika dengamdependent sample T-testenunjukkan bahwa
ekspresi EPO dan EPOR secara signifikan lebih itingada kelompok anemia
dibandingkan kelompok non-anemia, sedangkan jurahkanker tidak berbeda nyata
antar masing-masing kelompok (Gambar 11). Adanysprelsi EPO dan EPOR pada
jaringan kanker payudara semakin memperkuat dudmsnwa EPO berperan dalam
mekanisme pertahanan diri dan perkembangan sé&bs&ker. Penelitian pada sel kanker
berhubungan dengan kemampuan sel tersebut dalamsintesis protein EPO
meningkatkan dugaan bahwa ekspresi EPO pada pend@mnker akan menyebabkan
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peningkatan proliferasi dan pertahanan diri selksglker serta menstimulasi terjadinya
angiogenesis sehingga menyebabkan pertumbuhaalda&rker (Farrel, 2004).

Pertumbuhan sel kanker ditandai dengan tinggiaya proliferasi dari sel tersebut.
EPO bekerja melalui ikatan dengan reseptor eritedipo(EPOR). Aktivasi EPOR/JAK2
juga mengaktivasi beberapa protein intraseluler gydainnya, termasuk Shc dan
phospholipase @ yang akan aktif dan mengkatifkan jalur signalimguk proliferasi sel,
serta phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) yang mgkatkan pertahanan hidup sel
(Weiss, 2003). Hasil perhitungan sel kanker padankeok anemia adalah lebih tinggi
dibandingkan dengan kelompok non-anemia meskiplak tmempunyai perbedaan yang
signifikan. Diduga hal tersebut dikarenakan padasingamasing kelompok terdapat
ekspresi EPO, sehingga pada masing-masing kelontipgkat proliferasi sel kanker
adalah sama.

Gambar 12 Contoh hasil pewarnaan HE yang digunakan untukgimamg jumlah sel
kanker pada jaringan kanker payudara pada kelonapeknia (a) dan non
anemia (b).

Analisis hubungan antara ekspresi EPO dan EPOR mékan bahwa pada
kelompok anemia, EPO mempunyai korelasi dengan Ep40B tingkat kepercayaan 99%.
Analisis regresi menunjukkan bahwa pada kelompakmaa, terdapat hubungan negatif
antara proliferasi sel kanker dengan ekspresi EROEPOR. Ketika ekspresi EPO dan
EPOR rendah maka jumlah sel kanker akan menindkat,begitu pula sebaliknya yaitu
ketika ekspresi EPO dan EPOR tinggi maka jumlah lssmhker akan menurun.
Berkebalikan dengan kelompok anemia, ekspresi ER®O EPOR pada kelompok non-
anemia ditemukan mempunyai hubungan positif depgeliferasi sel. Tingginya ekspresi
EPO dan EPOR akan diikuti dengan peningkatan juséhlkanker, sedangkan rendahnya
ekspresi EPO dan EPOR akan menyebabkan penurunéahjsel kanker (Gambar 13).
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Gambar 13 Analisis regresi antara jumlah sel kanker dengespresi EPO dan EPOR pada
kelompok anemia (A, B) dan kelompok non-anemial¥y,

Hasil uji regresi yang menunjukkan bahwa terjadiysanan jumlah sel kanker pada

kelompok anemia ketika ekspresi EPO dan EPOR tinggmimbulkan dugaan bahwa

terapi pasien kanker payudara dengan menggunekghropoietin stimulating agent
(ESA) tidak menyebabkan peningkatan progresiviga&anker, sedangkan pada kelompok

non-anemia, terapi ESA diduga dapat menyebabkamgletian progresivitas sel-sel

kanker karena dapat menyebabkan peningkatan juselakanker. Diharapkan hasil dari

penelitian ini dapat mendukung penelitian yangkidikan olehNational Comprehensive

Cancer Network(NCCN) pada tahun 2011 yang melaporkan bahwadieganurunan
pertahanan hidup pasien kanker dengan level Htadil®2 g/dL ketika mendapatkan terapi
ESA, sedangkan ketika terapi ESA diberikan padéepdsanker dengan level Hb kurang
dari 12 g/dL, maka terapi tersebut tidak akan mbealgkan penurunan pertahanan hidup
pasien kanker (Bennett dkk., 2008).

4.2 Analisis Pengaruh Metilasi Terhadap Regulasi Tanskripsi Gen EPO
4.2.1 Pemodelan protein HIF-1 dan enhancer geaPO

Pemodelan molekul protein dan DNA berperan sangatiqpy dalam studi untuk
melihat interaksi antar molekul. Penelitian iniatlilkan dengan memodelkan protein HIF-

1 yang merupakan faktor transkripsi dari gen EP®bilading sitedari HIF1 yang terletak
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pada region enhancer gen EPO. Model protein HIF yarsusun atas sub-unit(826

asam amino) dafi (789 asam amino) didapatkan dBrotein Data BankKPDB). Model

yang didapatkan merupakan hasdmology modellingdengan menggunakan webserver
SWISS-MODEL dan Ps2. Berikut ini merupakan strulatein HIF1:

HIFla

HIF1p

HIF1o + HIF1B e

Ket:

= Basic helix-loop-helix (bHLH) domain

= PAS 1 domain
= PAS 2 domain

Gambar 14 Struktur 3D protein HIF1 subunitdanp

Model protein HIF1 di atas digunakan karena memgpumanjang sekuen yang

lengkap meliputbasic helix loop heliXoHLH) domain, domain PAS1 dan domain PAS2.

Model protein HIF1 merupakan hadilomology modellingsehingga perlu dilakukan

validasi terlebih dahulu untuk mengetahui kesesuaredel dengan kondisi struktur

protein yang stabil. Proses validasi model prot¢iRl menggunakan RAMPAGE web

server untuk menganalisis penyebaran sudut @sidan phi () sebagaimana analisis

stereochemicadan kalkulasi struktur sekunder (Lovell dkk., 2POBerdasarkan hasil

validasi protein diketahui bahwa nilai residu padast favoured regiohlIFloa dan HIFB

berturut-turut adalah 94.2% dan 93.9%, yang mate tersebut dapat menunjukkan

indikator kualitasstereochemicalyang bagus dari struktur protein dan dapat dikatak

memiliki konformasi yang stabil. Jumlah kombinasidst psi () dan phi {) dapat

digunakan untuk menentukan kemungkinan konformasitepn bahkan pada suatu

polipeptida yang relatif kecil. Meskipun secararite® sudut psi ¢) dan phi {y) memiliki

kebebasan rotasi 3§Milainya sangat dibatasi oleh halangan sterik at@m-atom rantai

samping sehingga menyebabkan terbatasnya jumlafigcassi yang mungkin diambil

oleh segmen-segmen rantai polipeptida (Murray,,d09; Rachmayati, dkk., 2010).
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Pemodelan struktur 3D sekuen enhancer gen EP®ukda dengan 3D-DART
webserver. Hasil pemodelan tersebut selanjutnyatilami dengan menambahkan gugus
metil (CH3) pada atom hidrogen ke-5 (H5) dari bagasin (C). Metilasi DNA terjadi
pada sekuen sitosin-guanin (CpG) pada strand DNba®yak 60% gen yang ada pada
mamalia mempunyai CpG island yang terletak pademed UTR (Cross & Bird, 1995).
Pada sel payudara normal, metilasi terjadi seba®@ék pada sel kanker non-hipoksia
adalah sebanyak 46%, dan pada sel yang hipoksik t&tjadi metilasi (Steinmann dkk,
2011; Yin & Blanchard, 2000). Proses metilasi dile&kn dengan menggunakan software
YASARA dengan posisi penambahan gugus metil selzegdiut:

Gambar 15 Penambahan gugus metil pada gugus hidrogen-5 (H5).

Proses metilasi daerah enhancer gen EPO sebelunatgh dilakukan oleh
Steinmann, dkk., (2011) secara in vitro dengan mgengkan sel normal dan berbagai jenis
sel kanker, salah satunya adalah sel kanker pagyud&751, T47D dan MDAMB231).
Pada hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwiasieberpengaruh sangat penting
terhadap jumlah protein EPO yang diekspresikanikKesel mengalami hipermetilasi
maka EPO yang diekspresikan akan sangat rendah, tatapi pada penelitian tersebut
tidak diteliti lebih jauh pengaruh metilasi terhpdaktivitas HIF1 yang merupakan faktor
transkripsi gen EPO yang berperan penting dalamasptranskripsi gen EPO.

4.2.2Molecular docking protein HIF1 dengan sekuen enhancer gen EPO
Interaksi antara protein HIF1 dengan region entamgen EPO baik yang tidak
termetilasi maupun yang termetilasi sangat pentintuk dipelajari karena merupakan
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salah satu faktor kunci dari regulasi proses trapskgen EPO. Diduga metilasi dapat
menekan ekspresi protein EPO melalui dua mekanigai®y dengan merekrut protein
methyl-CpG binding protein pada region promoter g0 atau dengan menghambat
ikatan antara enhancer dengan faktor transkriptl(H Oleh karena itu, analisis interaksi
protein HIF1 dengan region enhancer gen EPO ydab termetilasi dengan persentase
yang berbeda-beda dilakukaacara molecular dockingntuk mengetahui interaksi antara
keduanya, serta mengetahui energi pengikatan ydnguttkan untuk terjadinya proses
interaksi tersebut. Hasmholecular dockinglengan menggunakan HADDOCK web server
dan software HEX 6.12 membentuk suatu komplekseprdDNA berdasarkarglobal
energy Dilakukan tiga kali proses docking antara HIFhgen enhancer gen EPO yang
telah dimetilasi dengan persentase masing-masing 8% dan 46%. Hasil docking
tersebut selanjutnya divisualisasi sehingga menkapdasil sebagai berikut:

Unmethylated

AG =-194,16 kcal/mc
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46% methylated

AG =-161.45 kcal/mc



Gambar 16 Hasil molecular dockingantara HIF1 dengan region enhancer gen EPO; Agneein
yang tidak termetilasi; B, enhancer termetilasi 8%;enhancer termetilasi 46%.
Energi pengikatan yang dibutuhkan untuk masing-sngagnteraksi berturut-turut
adalah 194,16 kcal/mol; -175,94 kcal/mclt61,45 kcal/mol.

Pada semua hasiholecular dockingyang didapatkan, diketahui bahwa HIF1
berinteraksi langsung dengan sekubimding sitenya, yaitu pada urutan sekuen
TACGTGCT pada region enhancer gen EPO. Hasil molecular dgckang lain meliputi
energi Van der Waals dan energi elektrostatik ddiiat pada tabel berikut:

Tabel 2 Hasil docking HIF1 dengan enhancer gen EPO

Parameter Unmethylated 8% methylated 46% methylated
HADDOCK score 57.8+-7.4 61.0+/-7.1 -55.1 +/- 7.7
RMSD (A) 8.5+/-0.1 4.2 +/-0.5 4.2 +/-0.2
Van der Waals energy -51.8 +/- 3.2 -52.1 +/-5.8 -53.9 +/- 12.8
(kcal/mol)

Electrostatic energy -375.8 +/- 52.4 -357.1 +/- 48.0 -330.1 +/- 24.3
(kJ/mol)

Desolvation energy 46.3 +/-11.0 453 +/-9.8 42.9 +/- 4.4
Restraints violation energy 228.7 +/- 50.62 172.7 +/- 34.44 237 +/- 26.16

Berdasarkan tabel di atas, terlihat bahwa eneggigiatan paling besar yang
dibutuhkan untuk proses interaksi antara HIF1 deng@hancer adalah pada persentase
metilasi 46% (-161,45 kcal/mol). Tingginya energingikatan yang dibutuhkan untuk
proses interaksi tersebut diduga menyebabkan galtierjadi ikatan antara HIF1 dengan
binding sitenya, serta jika berhasil terjadi suatu interaksikeninteraksi tersebut tidak
stabil. Berkebalikan dengan enhancer yang termsesi@banyak 46%, energi pengikatan
yang dibutuhkan untuk interaksi enhancer yang tigaketilasi sama sekali (0%) adalah
yang paling kecil dibandingkan dengan yang lain§84.16 kcal/mol), dimana semakin
rendah energi yang dibutuhkan untuk suatu interaled{a interaksi yang terbentuk akan
semakin kuat dan stabil. Rendahnya energi yangiuhlBan dalam proses interaksi pada
sekuen DNA yang tidak termetilasi menimbulkan dugbahwa HIF1 akan terikat dengan
kuat pada region enhancer gen EPO, sehingga akastimalasi transkripsi dari gen EPO
tersebut. Energi pengikatan merupakan energi b@iasyang penting dalam perhitungan
nilai konstanta kecepatan reaksi dan merupakamedea kekuatan afinitas pengikatan
ligan terhadap reseptor. Semakin rendah har@a ikatan antara dua molekul akan
semakin stabil (Pebriana, dkk., 2008). Interaksaamolekul bisa terjadi karena adanya
komplementari bentuk, ikatan hidrogen, interakgrdfiobik dan interaksi elektrostatik

yang terjadi antara senyawa penyusun masing-masahekul (Andrea, 2010).
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Hasil penelitian ini diharapkan akan mendukunglhmenelitian yang telah dilakukan
oleh Steinmann dkk., (2011), yang mana pada kohiigiksia sel akan mengekspresikan
EPO dengan sebanyak 25 kali lipat dibandingkan alengmlah EPO yang diproduksi
oleh sel normal dan sel kanker normoksia. Penellian juga menunjukkan bahwa kultur
sel yang pada awalnya hanya memproduksi EPO padihuyang sangat kecil pada
kondisi normoksia, akan mengalami peningkatan pksiddPO hingga sebanyak 100 kali
lipat setelah mendapatkan perlakuan dengan hipakaia kobalt (Goldberg, dkk., 1991).
Kondisi hipoksia dengan metilasi pada region reigulgen EPO memang sangat berkaitan
antara satu dengan yang lainnya. Pada kondisi sigokegion regulator gen EPO tidak
termetilasi, sedangkan pada kondisi normoksiapregegulator tersebut akan mengalami
hipermetilasi (Yin & Blanchard, 2000). Persentasetil@si pada masing-masing kondisi
sel diduga kuat turut berperan dalam regulasi groseskripsi gen EPO. Metilasi pada
DNA diketahui mempunyai efek lokal terhadap prasasskripsi (Irvine dkk., 2002).

4.2.3 Analisis interaksi proteinHypoxia Inducible Factor-1 dengan sekuen enhancer
gen EPO

Interaksi antar molekul dapat memberikan informgsing penting tentang
fungsional suatu molekul. Kompleks HIF1 dengan ecbka gen EPO berperan sangat
penting dalam proses regulasi transkripsi darigfe®. Berdasarkan hasil analisis interaksi
dengan menggunakan software NUCPLOT, terlihat bdbkesi binding siteuntuk HIF1
pada masing-masing persentase metilasi adalah s&aa,tetapi molekul-molekul yang
terlibat interaksi secara langsung berbeda-bedsil Haalisis interaksi dapat dilihat pada
tabel dilihat berikut:

Tabel 3Molekul yang terlibat langsung dalam proses ik&ra

Unmethylated 8% methylated 46% methylated
THY6 - Serl84 CYT5 > Serl84 GUA9 - Ser37, His38
ADE7 > Lys187 CYT11-> Lys4l, Lys187, Thr195 GUA12 > His38
CYT16 > Serl3, Serl6 GUA12 > Lys41l CYT14-> Lys4l

GUA14 > Asp9 ADE15-> Lys41
CYT16 > Serl96
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Gambar 17 Interaksi antara HIF1 dengan enhancer gen EPO

Beberapa asam amino dan basa nitrogen yang terhberaksi langsung di atas
dihubungkan oleh adanya ikatan hidrogen dan ikatehtrostatik dengan jumlah yang
berbeda-beda, sehingga energi total yang dibutuldedam proses interaksi-pun tidak

sama. Menurut Ngili (2009), residu asam amino bamtamu dapat membentuk interaksi
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elektrostatik dengan membentuk jembatan garam,ashebgberapa derajat ikatan hidrogen
yang memperkuat tarikan elektrostatik tersebut.rginelektrostatik adalah energi yang
dibutuhkan untuk membentuk interaksi elektrostatikar molekul. Interaksi elektrostatik
antara gugus-gugus bermuatan membantu membentuktustrbiomolekul tapi tidak
berperan besar terhadap stabilitas protein. Inserglang berperan penting dalam
pembentukan struktur protein karena interaksi hadn& antar rantai-rantai samping
nonpolar dari residu asam amino merupakan alagenauprotein melipat dan berinteraksi
membentuk struktur tertentu (Murray, dkk., 2009).

Hasil dari penelitian ini memperkuat dugaan bahmetilasi mempunyai peran
yang sangat penting dalam regulasi proses trasskgpn EPO. Pada DNA yang
termetilasi, tidak ditemukan adanya histon asetilgang seringkali berasosiasi dengan
DNA yang tidak termetilasi, sehingga diduga prosesilasi tidak hanya berpengaruh
terhadap interaksi DNA dengan suatu protein, alkeapt juga berhubungan dengan
keberadaan ujung histon (Irvine dkk., 2002). Pé&aeliyang dilakukan oleh Kumar dkk.,
(2011) menunjukkan bahwa pada kondisi normal, DNArupakan molekul dengan
muatan negatif, akan tetapi ketika DNA tersebut&dilasi, muatan negatif dari DNA
akan berkurang sehingga menyebabkan ekor histak tidpat berinteraksi secara fisik
dengan DNA.
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BAB V
KESIMPULAN DAN SARAN

5.1 Kesimpulan

Berdasarkan hasil yang didapatkan menunjukkan &abwemia berpengaruh
terhadap kondisi hipoksia jaringan, dan hipoksianyebabkan perubahan mekanisme
regulasi gen EPO. Ekspresi EPOR pada kelompok anéti48 + 99,72) secara nyata
lebih tinggi daripada kelompok non-anemia (233,724457), begitupula dengan ekspresi
EPO yang pada kelompok anemia (990,04 + 119,3%) kaiggi daripada kelompok non-
anemia (630,46 + 77,17). Metilasi region promotan cenhancer gen EPO ketika sel
berada pada kondisi hipoksia membutuhkamding energypaling kecil untuk proses
interaksi dengan HIF1. Diduga bahwa kecilyiading energyyang dibutuhkan dalam
proses interaksi menyebabkan ikatan antara regibarneer dengan HIF1 lebih stabil dan
lebih kuat dan memungkinkan terjadinya transkrgesi EPO oleh faktor transkripsi HIF1.

5.2 Saran

a. Pemberian terapi ESA pada pasien kanker yangatemi kondisi anemia hendaknya
lebih dipertimbangkan lagi pada batas level Hb jpetarapi tersebut boleh diberikan.

b. Saran untuk penelitian selanjutnya adalah pdiakukan docking antara region
promotor dengan protein p300 damethyl-CpG-binding proteinserta dilihat

komplementari ikatan dan struktur antar keduanya.
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Abstract
Objective: The amm of this research 15 to mwveshzate the relatonship between anemia and
erythropotetin (Epo) and erythropeistin receptor (EpolRl) expression. This study slso mmvestigated
the relationship between Epo and Epol. expression level and the prohferzstion mte of cancer cells.
Merhods: M) samples of breast cancer fissues were drvided mio two groups; anenue group (from
patens with Hb level = 12) and non-anemmc group (from patients with Hb level = 12} All zamples
were analyzed by uwsmg imwmmofluoreccence staimnz m order to examime Epe and EpeR
exprassion Proliferztion of cancer calls were analyzed by using Hematoxylin-Eosin staming.
Resules: Ansme breast cancer group represented ligher Epo and EpoR expression than the non-
ansrmc group. The results also mdicated that in apermic samples expression levels of Epo and
EpoR were pegatively comelated with the mumnber of cancer cells. In contrast, Epo and EpoR
expression levels fiom non-anemie samples were posttively comelated with the mumber of cancer
cells.
Conclusion: Thess results conducted that anemma 15 a ciucial factor of hypoxic condihon
Hyvporia led by zneoua eamse 2 different control mechanizm of Epe and EpeR expression and
cancer cell proliferation.
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Lampiran 3. Hasil Ramachandran Plot Analysis
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Lampiran 4. Hasil Uji Statistika

LT 1. Hasil Pengujian Statistika Deskriptif ekspeRO dan EPOR

Descriptive Statistics

N Mean Std. Deviation | Minimum | Maximum
EPO anemi 10 951.00 390.106 381 1874
EPOR anemi 10 1017.00 309.270 737 1734
EPO non anemi 10 629.90 244,018 338 1140
EPOR non anemi 10 233.20 140.950 104 470
Cancer cell in anemia 10 181.10 36.458 131 247
Cancer cell in non-anemia 10 155.40 91.780 55 380]

LT 2. Hasil Pengujian Kenormalan Data

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test

EPO | EPOR | EPO non | EPOR non | Cancer cell | Cancer cell in
anemi | anemi anemi anemi in anemia non-anemia
N 10 10 10 10 10 10j}
Normal Parameters® Mean 1017.0
951.00 0 629.90 233.20 181.10 155.40]
Std. 390.10| 309.27
244,018 140.950 36.458 91.780]
Deviation 6
Most Extreme Differences Absolute .228 .283 .130 .232 152 .310
Positive .228 .283 .130 .232 .152 .310
Negative -.138] -.183 -.116 -.180 -.144 -.152
Kolmogorov-Smirnov Z .720 .896 412 .733 479 .982
Asymp. Sig. (2-tailed) 677 .399 .996 .655 .976 -290]

LT3. Hasil Uji Korelasi

Correlations

EPO | EPOR | EPOnon | EPOR non | Cancer cell | Cancer cellin

anemi | anemi anemi anemi in anemia non-anemia
EPO anemi  Pearson Correlation 1| .873" -.027 -.329 -581 .025
Sig. (2-tailed) .001 .940 .353 .078 .946)
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1

N 10 10 10 10 10
EPOR anemi  Pearson Correlation 873" 1 -.116 -.318 -.498 175
Sig. (2-tailed) .001 750 371 143 629
N 10 10 10 10 10 1o|
EPO non Pearson Correlation -.0271 -.116 1 .625 -.242 .554
anemi Sig. (2-tailed) 940 750 .053 501 .096
N 10 10 10 10 10 10|
EPOR non Pearson Correlation -.329| -.318 .625 1 .136 405
anemi Sig. (2-tailed) 353 .371 .053 707 246
N 10 10 10 10 10 10|
Cancer cell in  Pearson Correlation -.581| -.498 -.242 .136 1 132
anemia Sig. (2-tailed) 078 143 501 707 717
N 10 10 10 10 10 10|
Cancer cell in  Pearson Correlation .025 175 .554 .405 132 1
non-anemia  gjg (2-tailed) 946 629 .096 246 717
N 10 10 10 10 10 10]

**_Correlation is significant at the 0.01 level (2-

tailed).
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