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Latar belakang. Hipermetilasi DNA ditengarai berperan penting dalam inaktivasi gen tumor supresor (tumor
suppressor gene= TSG) pada keganasan hematologi. Gen APAF1 mempunyai frekuensi hipermetilasi cukup
tinggi pada leukemia limfoblastik akut (LLA) anak. Inaktivasi gen APAF1 menyebabkan sel progenitor
limfoid mengalami gangguan apoptosis.

Tujuan. Mengetahui frekuensi hipermetilasi promoter APAF1 pada pasien yang terdiagnosis LLA anak
di RSUP DR. Sardjito Yogyakarta, serta hubungannya dengan karakteristik umur, jumlah leukosit dan
imunofenotip.

Metode. Dari 32 DNA sampel mononuklaer darah perifer pasien LLA anak saat terdiagnosis (Oktober
2004-Mei 2009) dideteksi menggunakan methylation spesific polymerase chain reaction (MSP). Analisis
statistik dilakukan dengan menggunakan uji Fisher exact.

Hasil. Hipermetilasi APAF1 terjadi pada 26 (81,3%) pasien LLA anak. Hipermetilasi APAF1 lebih banyak
terjadi pada kelompok umur 1-10 tahun, jumlah leukosit 250000/pl, dan imunofenotip B, dibanding
kelompok umur <1 tahun dan >10 tahun, jumlah leukosit <50000/pl, dan imunofenotip T, walaupun
demikian perbedaannya tidak bermakna (p>0,05).

Kesimpulan. Frekuensi hipermetilasi APAF1 mempunyai frekuensi cukup tinggi pada pasien LLA anak dan
tidak berhubungan dengan umur, jumlah leukosit dan imunofenotip. SariPediatri 2012;14(2):79-83.
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Dalam kurun waktu 10 tahun (dari tahun 1999 sampai
tahun 2009) terjadi peningkatan angka kejadian
LLA anak sebesar hampir 3 kali lipat di RSUP DR.
Sardjito.’

Peningkatan kejadian LLA diimbangi oleh
keberhasilan terapi LLA. Owerall survival 5 tahun
pasien LLA anak yang terdiagnosis 2000-2005
sebesar 96% di Amerika® dan overall survival 6 tahun
yang terdiagnosis 1999-2002 di RSUP DR .Sardjito
sebesar 71%.> Keberhasilan terapi LLA didukung
oleh semakin berkembangnya penelitian mengenai
mekanisme molekuler tumorigenesis LLA seperti
aneuploidi, translokasi kromosom, dan mutasi,®
namun perkembangan terbaru menengarai peranan
metilasi DNA dalam mekanisme molekuler LLA.”

Metilasi DNA adalah penambahan gugus metil
pada basa sitosin yang mendahului basa guanin (CpG)
pada urutan 5°-3’ tanpa disertai perubahan susunan
urutan basa. Daerah promoter yang mengalami
metilasi akan mengikat protein Methyl CpG
Binding Domain (MBD), sehingga mencegah ikatan
dengan faktor transkripsi dan menyebabkan tidak
terekspresinya suatu gen.® Apabila metilasi terjadi
pada promoter tumor suppressor gene (TSG), maka
akan mengakibatkan terganggunya proses selular
seperti kontrol proliferasi, diferensiasi dan apoptosis,
yang memicu terjadinya kanker.” Hipermetilasi
TSG berhubungan dengan progresivitas kanker
dan diduga memiliki potensi penggunaan klinis
sebagai biomarker kanker yaitu untuk deteksi dini,
diagnosis, prognosis maupun prediktor respon
terapi.” Pasien LLA yang mengalami hipermetilasi
pada beberapa gen mempunyai prognosis lebih
buruk dibanding pasien LLA dengan hipermetilasi
pada sedikit gen atau tidak mengalami hipermetilasi
sama sekali.'*'?

Gen apoptrotic protease-activating facrorl (APAF1)
merupakan suatu TSG. Penurunan ekspresi
APAF1 berhubungan dengan kejadian banyak
kanker dan kegagalan kemoterapi.'’ Penurunan
ekspresi APAF1 pada leukemia telah dibuktikan,
dan tidak berhubungan dengan mutasi maupun
translokasi kromosom tetapi berhubungan dengan
hipermetilasi.'* Hipermetilasi promoter APAF1
menunjukkan frekuensi cukup tinggi (35%) pada
pasien LLA anak di Spanyol,' tetapi tidak mengalami
metilasi pada LLA di Hongkong." Sel leukemia
dengan metilasi APAF1 mengalami apoptosis setelah
diberi agen penghambat metilasi APAF1.'¢"

80

Karakteristik klinis, biologis, dan molekuler
telah digunakan untuk menentukan stratifikasi dan
menunjukkan hubungan yang erat dengan prognosis
atau keluaran klinis.* Di Indonesia, stratifikasi
LLA hanya ditentukan oleh karakteristik klinis dan
biologis saja, antara lain umur, jumlah leukosit, dan
imunofenotip.'® Molekuler belum dipakai untuk
menentukan stratifikasi. Studi tentang hubungan
hipermetilasi promoter gen APAF1 pada LLA anak
dengan umur, jumlah leukosit, dan imunofenotip
belum banyak dilakukan, masih menunjukkan hasil
yang bervariasi pada beberapa ras dan belum dilakukan
di Indonesia. Penelitian kami bertujuan untuk
mengetahui frekuensi hipermetilasi promoter gen
APAF1 pada pasien LLA anak di RSUP DR. Sardjito
serta hubungannya dengan umur, jumlah leukosit, dan
imunofenotip.

Metode

Desain penelitian cross sectional, sampel berupa
mononuklear darah perifer dari 32 pasien LLA anak
RSUP DR Sardjito, Yogyakarta tahun 2004 - 2009.
Sampel pasien LLA dipilih yang mempunyai data
lengkap, mempunyai morfologi L1 dan L2, serta
mempunyai limfoblas sumsum tulang dan perifer
lebih dari 25%. Kriteria eksklusi apabila kualitas DNA
rendah. Data umur, jumlah leukosit, dan imunofenotip
diperoleh dari rekam medis.

Isolasi DNA (Qiagen) dan modifikasi bisulfit
(Qiagen) dilakukan dengan prosedur sesuai protokol
kit. Modifikasi bisulfit dilakukan untuk mengubah
seluruh basa sitosin menjadi basa urasil, kecuali basa
sitosin yang termetilasi.'” Masing-masing sampel
dilakukan PCR dengan menggunakan primer metilasi'®
Kondisi polymerase chain reaction (PCR) adalah 96°C
selama 4 menit, kemudian 40 siklus untuk 94°C
(50 detik); 58°C APAF1 (1 menit); 72°C (1 menit).
Kontrol positif metilasi yaitu DNA yang sudah
dibuat menjadi termetilasi pada semua CpG dengan
menggunakan SssI methyltransferase (Biolabs). Hasil
PCR dilakukan elektroforesis menggunakan agarose
gel 2% dan dibaca dengan sinar ultraviolet tanpa
mengetahui status karakeeristik pasien LLA.

Analisis statistik hubungan hipermetilasi dengan
karakteristik umur, jumlah leukosit dan imunifenotip
digunakan uji kai kuadrat jika memenuhi syarat dan
alternatifnya adalah uji Fisher exact. Analisis statistik
dilakukan menggunakan program SPSS 17.0.
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Hasil

Persentase jumlah pasien LLA anak perempuan dan
lelaki sama. Delapan puluh tujuh persen sampel adalah
kelompok anak berusia 1-10 tahun, dengan rerata usia
4 tahun, dan median umur 3-4 tahun. Sebagian besar
sampel mempunyai imunofenotip tipe B, mempunyai
jumlah leukosit >50000/pl, dan berstratifikasi risiko

Tabel 1. Karakteristik pasien LLA anak

Karakteristik Jumlah
(n=32)

Jenis kelamin

Perempuan 16

Lelaki 16
Umur (tahun)

1-10 28

<1 dan >10 4
Jumlah leukosit (pl)

<50000 12

>50000 20
Imunofenotip

Tipe B 28

Tipe T 4
Stratifikasi

Risiko standar 6

Risiko tinggi 26
Hipermetilasi APAF1

Ada 26

Tidak 6

tinggi. Pasien LLA anak mengalami hipermetilasi
promoter APAF1 sebesar 81,3% (Tabel 1).

Pasien LLA anak yang mengalami hipermetilasi
APAF1 lebih banyak terjadi pada kelompok umur 1-10
tahun, jumlah leukosit >50000/pl dan imunofenotip
B, dibanding umur <1 dan >10 tahun, jumlah leukosit
<50000/pl serta imunofenotip T, tetapi tidak berbeda
bermakna (Tabel 2). Hasil MSP setelah dielektroforesis

dengan agarose gel tertera pada Gambar 1.

L600p
L100bp

Gambar 1. Hasil MSP APAF1. KM : kontrol positif metilasi;
Nomer 50, 53, 68: sampel mengalami hipermetilasi; Nomer
87, 94, 96: sampel tidak mengalami hipermetilasi; W: blank
(air); L: Ladder marker DNA 100bp.

Pembahasan

Hipermetilasi APAF1 pada penelitian kami, relatif lebih
tinggi dari pada penelitian sebelumnya yang bervariasi
antara 0%-35%.'"" Beberapa hal yang menyebabkan
perbedaan antara lain ras, karakteristik klinis, jumlah

Tabel 2. Karakteristik pasien LLA anak berdasar ada tidaknya hipermetilasi APAF1

Gen Hipermetilasi Tidak hipermetilasi p
n n
Umur (tahun) 0,58
1-10 23 5
<1 dan >10 3 1
Jumlah leukosit (pl) 0,6
<50000 10 7
>50000 16 6
Imunofenotip 0,15
Tipe B 24 4
Tipe T 2 2
Stratifikasi 0,69
Risiko standar 5 1
Risiko tinggi 21 5

p : uji statistik Fisher exact (signifikan jika p<0,05)
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sampel yang digunakan, dan jenis primer yang berbeda.
Paparan kronis lingkungan, diet, dan penyakit lain turut
mempengaruhi kejadian hipermetilasi.'” Karakeeristik
pasien LLA pada penelitian Roman-Gomez dkk'
berbeda dengan penelitian kami. Sebagian besar sam-
pel pada penelitian kami mempunyai jumlah leukosit
>50000/pl, sebaliknya pada penelitian Roman-Gomez
dkk'” mempunyai jumlah leukosit <50000/pl. Primer
yang berbeda menunjukkan lokasi CpG berbeda dan
memungkinkan perbedaan status metilasi.’

Uji Fishers exact tidak menjumpai hubungan antara
hipermetilasi promoter gen APAF1 dengan umur.
Hal tersebut sesuai dengan penelitian sebelumnya.'
Roman-Gomez dkk'* menyebutkan bahwa banyaknya
gen yang mengalami hipermetilasi berhubungan
dengan prognosis buruk, sementara LLA kelompok
umur <1/>10 tahun mempunyai prognosis buruk.®
Namun kami menemukan bahwa pada kelompok
umur <1/>10 tahun mengalami hipermetilasi lebih
sedikit dibanding kelompok umur 1-10 tahun. Hal ter-
sebut menunjukkan bahwa tidak hanya hipermetilasi
yang mempengaruhi mekanisme terjadinya LLA.
Selama ini kelompok umur <1 tahun dihubungkan
dengan prognosis buruk karena terdapat MLL gene
rearrangement, sedangkan anak umur >10 tahun karena
terdapat kromosom philadelphia atau translokasi BCR-
ABL.* Hubungan umur dengan hipermetilasi pada
pasien LLA, selama ini ditunjukkan dengan banyaknya
TSG yang mengalami metilasi berhubungan dengan
usia dewasa,'"'? sementara penelitian kami hanya
mengambil sampel pasien LLA anak.

Hubungan antara hipermetilasi promoter APAF1
dengan jumlah leukosit tidak ditemukan pada
penelitian kami. Hal tersebut sesuai dengan penelitian
sebelumnya.'® Pasien LLA anak dengan jumlah leukosit
>50000/pl mengalami hipermetilasi lebih tinggi
dibanding LLA dengan jumlah leukosit <50000/pl,
karena hipermetilasi promoter APAF1 menyebabkan
APAF1 tdak terekspresi,'®" sehingga Procacspase 9
tidak dapat diaktifkan, selanjutnya caspase 3 juga tidak
aktif, akibatnya sel limfoid tidak mengalami apoptosis.
Hal tersebut menyebabkan akumulasi leukosit.”

Apoptosis selain berperan dalam keseimbangan
jumlah sel, juga berperan dalam pencegahan terjadinya
transformasi sel kanker. Apabila suatu kerusakan
DNA tidak dapat diperbaiki, maka sel cenderung
apoptosis untuk mencegah mutasi.” Selama ini, gen
p53 yang paling dikenal berperan dalam apoptosis dan
perbaikan DNA, namun ekspresi p53 memerlukan
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ekspresi APAF1 untuk terjadinya apoptosis.” Ekspresi
APAF1 yang menurun berhubungan dengan kegagalan
apoptosis.”? Tingginya frekuensi hipermetilasi APAF1
memungkinkan transformasi sel limfoid progenitor.

Apoptosis merupakan salah satu mekanisme target
pengobatan kanker. Kegagalan terapi dihubungkan de-
ngan kegagalan sel kanker dalam apoptosis.” Frekuensi
hipermetilasi APAF1 yang tinggi pada penelitian ini
memungkinkan dugaan bahwa respon terapi pasien
buruk. Penelitian sebelumnya menunjukkan terdapat
hubungan antara hipermetilasi APAF1 pada melanoma
maligna dan tumor kandung kencing dengan prognosis
yang buruk.'® Penelitian lebih lanjut mengenai
hubungan hipermetilasi APAF1 pada pasien LLA anak
ini dengan respon pengobatan perlu dilakukan. Apabila
benar, maka hipermetilasi APAF1 dapat digunakan
sebagai prediktor respon terapi dan pertimbangan
dalam menentukan terapi pasien LLA.

Hipermetilasi promoter APAF1 tidak berhubung-
an dengan imunofenotip dan stratifikasi, hal tersebut
sesuai dengan penelitian sebelumnya.'® Peranan
APAF1 dalam proses diferensiasi limfosit juga belum
dibuktikan, meskipun Lindholm dan Arumae®'
menyebutkan adanya peran APAF1 dalam proses
diferensiasi sel saraf tikus. Penelitian lebih lanjut
mengenai peran APAF1 dalam proses perkembangan
limfosit perlu dilakukan.

Disimpulkan bahwa hipermetilasi promoter gen
APAF1 mempunyai frekuensi cukup tinggi pada
pasien LLA anak, tetapi tidak terdapat hubungan
dengan umur, jumlah leukosit, dan imunofenotip.
Diperlukan penelitian lebih lanjut mengenai hubungan
hipermetilasi APAF1 dengan respon terapi pada sampel
yang lebih besar.
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