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ABSTRAK 

Kelahiran bayi pramatang mencatat 6 ke 10 peratus daripada jumlah keseluruhan 

kelahiran bayi di negara Barat dan menyumbang lebih dua pertiga kematian perinatal. 
Pemahaman mengenai metilasi DNA boleh menyumbang kepada asas pengetahuan 
dalam memahami patogenesis kelahiran bayi pramatang. Objektif kajian ini adalah 
untuk menentukan kehadiran metilasi DNA pada promoter matrix metalloproteinase 1 

(MMP 1) dan matrix metalloproteinase 9 (MMP9) dalam kelahiran bayi matang dan 
bayi pramatang menggunakan analisis bisulfit, metilasi spesifik tindak balas berantai 

polimerase (MSP). Sampel darah vena ibu yang diperolehi daripada kelahiran bayi 
matang (n = 15) dan bayi pramatang (n = 15) melalui rawatan bisulfit dan menjalani 
proses MSP. Kaedah MSP dijalankan menggunakan kitaran parameter yang 
merangkumi langkah pengaktifan awal pada suhu 95°C, penyahaslian pada suhu 94°C 
diikuti oleh langkah penyepuhan. Terdapat 4 suhu penyepuhan; 56.1 °C untuk 
methylated MMPJ, 53.7°C untuk unmethylated MMPJ, 51.9°C untuk methylated 
MMP9 dan 52.3°C untuk unmethylated MMP9. Langkah terakhir ialah langkah 
pemanjangan pada suhu 72°C. Keputusan MSP disahkan menggunakan kaedah 
penjujukan DNA. Penilaian keputusan penjujukan DNA bagi analisis gugusan CpG 
dibuat menggunakan perisian ClustalW dan SPSS. Primer bagi MMP 1 terletak di 
antara -1226 ke -1378 daripada lokasi permulaan transkripsi (transcription start site) 
{TSS) gen MMPJ yang mengandungi lima gugusan CpG. Sementara itu, primer 

MMP9 pula terletak di antara -337 ke -447 daripada lokasi TSS gen MMP9 dan 
mengandungi enam gugusan CpG. Metilasi MMP 1 dikesan pada 30 sampel kelahiran 
matang dan pramatang menggunakan MSP. Bagi promoter MMP9 pula, kesemua 
sampel mempunyai turutan DNA metilasi dan tidak metilasi. Keputusan gen MMPJ 
disahkan dengan kaedah penjujukan DNA. Tetapi keputusan validasi untuk gen 
MMP9 adalah gagal. Analisis gugusan CpG bagi MMP 1 menunjukkan kumpulan 
kelahiran bayi matang mempunyai gugusan CpG metilasi yang lebih tinggi iaitu 49 
(65.33%) berbanding kumpulan kelahiran bayi pramatang yang hanya mempunyai 39 
(52%) daripada jumlah keseluruhan 75 CpG (t=0.694, p<0.05). Metilasi dikesan pada 
4 daripada 5 gugusan CpG dalam promoter MMP 1 di mana ia melibatkan 7 sampel 
kelahiran matang (46.47%) dan hanya 2 sampel pramatang (13.33%). Peratusan 
methylated MMP 1 yang lebih tinggi berpotensi menyebabkan ekspresi MMP 1 
berkurangan dan dengan itu mengekalkan kekuatan kolagen fibrilar pada membran 
amnion. Ini dapat mengekalkan kehamilan sehingga matang. Kesimpulannya, 

kelahiran bayi pramatang mempunyai peratusan gugusan CpG metilasi yang lebih 
rendah berbanding kelahiran bayi matang bagi gen MMP 1 yang menggunakan primer 
antara-1226 ke-1378 daripada TSS genMMPJ. 
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DETERMINATION OF DNA METHYLATION OF MATRIX 

METALLOPROTEINASE 1 (MMPJ) AND MMP 9 

PROMOTERS IN PRETERM LABOUR 

ABSTRACT 

V 

Preterm birth accounts for 6 to 10 percent of all births in Western countries and 
contributes more than two thirds of all perinatal deaths. Understanding DNA 
methylation may offer basic knowledge in the understanding of pathogenesis of 
preterm labour. The objective of this study was to determine presence of DNA 
methylation of matrix metalloproteinase 1 (MMP 1) and matrix metalloproteinase 9 
(MMP9) promoters in term and preterm labour using bisulfite analysis, methylation­
specific polymerase chain reaction (MSP). Maternal venous blood samples of term 
labour (n = 15) and preterm labour (n = 15) underwent bisulfite treatment and was 
subjected to MSP. The MSP was carried out using cycle parameters of initial 
activation step at 95°C, denaturing at 94°C, followed by annealing step. There were 4 
annealing temperatures used; 56.1°C for MMPJ methylated, 53.7°C for MMPJ 

unmethylated, 51.9°C for MMP9 methylated and 52.3°C for MMP9 unmethylated. 
Final step is an extension at 72°C. MSP results were validated using DNA sequencing 
method. Evaluation of the sequencing results by CpG islands analysis was done using 
ClustalW and SPSS softwares. Primers for MMP 1 were located between -1226 to -
1378 upstream from the transcription start site (TSS) of MMPJ gene that consists of 
five CpG islands. While MMP9 primers were located at -337 to -447 upstream ofTSS 
of MMP9 gene, consisting of six CpG islands. MMP 1 methylation was detected in 30 
samples of term and preterm using MSP. While for MMP9 promoter, all samples have 
both methylated and unmethylated DNA sequence. Findings of MMP 1 gene was 
confirmed by DNA sequencing. However, validation of MMP9 gene failed. The CpG 
islands analysis for MMP 1 revealed that term labour samples have higher methylated 
CpG, which was 49 (65.33%) as compared to preterm labour samples that have only 
39 (52%) out of total 75 CpG (t=0.694, p<0.05). Methylation occurred in 4 out of 5 
methylated CpG islands in the MMP 1 promoter where it involved 7 term samples 
(46.47%) and only 2 preterm samples (13.33%). Higher percentage of methylated 
MMP 1 will most likely cause MMP 1 expression to decrease, thus maintaining fibrillar 
collagen strength at the amniotic membrane. This will subsequently maintain 
pregnancy till term. In conclusion, preterm labour has higher percentage of methylated 
CpG compared with term labour in MMP 1 gene using primer located between -1226 
to -1378 upstream from the transcription start site (TSS) of MMPJ gene. 
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4.7 MSP menggunakan primer gen MMP 1 bagi sampel darah TB 11, 45 
TB12, TB13, PBl 0, PBl 1 dan PB12 (+ve ctrl M = kawalan 
positif MMP 1 metilasi, -ve ctrl M = kawalan negatif MMP 1 

metilasi, +ve ctrl unM = kawalan positif MMP 1 bukan metilasi 
dan -ve ctrl unM = kawalan negatif MMP 1 bukan metilasi) 

4.8 MSP menggunakan primer gen MMP9 bagi sampel darah TB0 1, 47 
TB02, TB05, PB03, PB06 dan PB04 (9M+ve = kawalan positif 
MMP9 metilasi, 9M-ve = kawalan negatif MMP9 metilasi, 9U+ve 
= kawalan positif MMP9 bukan metilasi dan 9U-ve = kawalan 
negatif MMP9 bukan metilasi) 

4.9 MSP menggunakan primer gen MMP9 bagi sampel darah TB04, 47 
TB06, TB07, PB0l , PB02 dan PB05 (MMP9 M+ve ctrl = kawalan 
positif MMP9 metilasi, MMP9 M-ve ctrl = kawalan negatif MMP9 

metilasi, MMP9 M+ve = kawalan positif MMP9 bukan metilasi 
dan MMP9 M-ve = kawalan negatif MMP9 bukan metilasi) 

4.10 MSP menggunakan primer gen MMP9 bagi sampel darah TB03, 48 
TB07, PB 15 dan PB 16 ( +ve ctrl M = kawalan positif MMP9 

metilasi, -ve ctrl M = kawalan negatif MMP9 metilasi, +ve ctrl 

unM = kawalan positif MMP9 bukan metilasi dan -ve ctrl unM = 
kawalan negatif MMP9 bukan metilasi) 

4.11 MSP menggunakan primer gen MMP9 bagi sampel darah TB08, 48 
TB09, TBl 0, PB07, PB08 dan PB09 (+ve ctrl M = kawalan 
positif MMP9 metilasi, -ve ctrl M = kawalan negatif MMP9 

metilasi, +ve ctrl unM = kawalan positif MMP9 bukan metilasi 
dan -ve ctrl unM = kawalan negatif MMP9 bukan metilasi) 

4.12 MSP menggunakan primer gen MMP9 bagi sampel darah TB 11, 49 
TB12, TB13, PBIO, PBl 1 dan PB12 (+ve ctrl M = kawalan 
positif MMP9 metilas� -ve ctrl M = kawalan negatif MMP9 

metilasi, +ve ctrl unM = kawalan positif MMP9 bukan metilasi 
dan -ve ctrl unM = kawalan negatif MMP9 bukan metilasi) 

4.13 MSP menggunakan primer gen MMP9 bagi sampel darah TB 14, 49 
TB15, TB16, TBl 7, PB13 dan PB14 (+ve ctrl M = kawalan 

positif MMP9 metilasi, -ve ctrl M = kawalan negatif MMP9 

metilasi, +ve ctrl unM = kawalan positif MMP9 bukan metilasi 

dan -ve ctrl unM = kawalan negatif MMP9 bukan metilasi) 

4.14 Jujukan DNA bentuk kromatografi bagi TB05 50 

4.15 Jujukan DNA bentuk kromatografi bagi TBl 1 51 

4.16 Jujukan DNA bentuk kromatografi bagi PB02 51 
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4.17 Jujukan DNA bentuk kromatografi bagi PB08 52 

4.18 Jujukan DNA bentuk kromatografi bagi PB 13 52 

4.19 Jujukan DNA bentuk kromatografi bagi PB14 53 

4.20 Jujukan MMP I dalam TB05 yang disahkan dengan perisian 54 

susunan ClustalW 

4.21 Jujukan MMP I dalam TB05 yang disahkan dengan jadual 54 
skor perisian ClustalW 

4.22 Jujukan MMP I dalam TB 11 yang disahkan dengan perisian 55 
susunan ClustalW 

4.23 Jujukan MMP I dalam TB 11 yang disahkan dengan jadual 55 
skor perisian ClustalW 

4.24 Jujukan MMP I dalam PB02 yang disahkan dengan perisian 56 
susunan ClustalW 

4.25 Jujukan MMP I dalam PB02 yang disahkan dengan jadual 56 
skor perisian ClustalW 

4.26 Jujukan MMP I dalam PB08 yang disahkan dengan perisian 57 
susunan ClustalW 

4.27 Jujukan MMP I dalam PB08 yang disahkan dengan jadual 57 
skor perisian ClustalW 

4.28 Jujukan MMP I dalam PB 13 yang disahkan dengan perisian 58 

susunan ClustalW 

4.29 Jujukan MMP I dalam PB 13 yang disahkan dengan jadual 58 
skor perisian ClustalW 

4.30 Jujukan MMP I dalam PB 14 yang disahkan dengan perisian 59 
susunan ClustalW 

4.31 Jujukan MMP I dalam PB 14 yang disahkan dengan jadual 59 
skor perisian ClustalW 

4.32 Jumlah kuantiti CpG metilasi dalam kumpulan bayi matang 61 

dan pramatang 

4.33 Jumlah bilangan taburan lokasi CpG metilasi mengikut 61 
Jujukan bagi kumpulan bayi matang dan pramatang 
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SENARAI SIMBOL 

o
c darjah Celcius 

% peratus 

µ1 mikroliter 

bp pasangan bes 

cm sentimeter 

kb kilo bes 

kg kilogram 

M molar 

mm minit 

ml mililiter 

mM milimolar 

mmol/L mi limo I/liter 

ng/µl nano gram/mikro liter 

r pekali korelasi 

r2 pekali penentu 

rpm pusingan per minit 

Tm suhu penyepuhan 
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1.1 PENGENALAN 

BABI 

PENDAHULUAN 

Kelahiran bayi pramatang adalah antara masalah utama yang menyumbang kepada 

pelbagai komplikasi serius terutamanya dalam bidang obstetriks dan pediatrik. Bayi 

yang dilahirkan pramatang ini menghadapi risiko komplikasi untuk jangka masa 

pendek dan panjang. Bayi pramatang berpotensi menjadi kanak-kanak kurang upaya 

yang mengalami masalah gangguan tumbesaran dan perkembangan mental pramatang 

(Ancel et al. 1999). Selain daripada itu, keluarga bayi terbabit juga perlu bersedia 

daripada pelbagai segi termasuk pengetahuan mengenai masalah kesihatan bayi 

pramatang, kewangan yang cukup untuk membiayai kos perubatan serta kekuatan 

fizikal dan mental dalam proses membesarkan bayi istimewa itu (Ancel et al. 1999). 

T erdapat pelbagai faktor yang bo leh mempengaruhi peningkatan kelahiran 

bayi pramatang termasuklah taraf hid up yang rendah, usia ibu yang terlalu muda atau 

terlalu tua, ibu tunggal sama ada bercerai atau mengandung tanpa taraf sah 

perkahwinan yang kurang mendapat sokongan moral daripada pasangan, pendatang 

tanpa izin yang tidak mendapat kemudahan perubatan, saiz pelvis kecil yang tidak 

dapat menampung kehamilan yang membesar dan pendedahan ibu kepada rokok, 

dadah dan alkohol (Lumley 2003). Banyak kajian telah dilakukan bagi meneliti 

kepentingan cara pencegahan faktor penyebab terbabit dan rawatan terbaik bagi 

menangani kelahiran bayi pramatang ini (Lumley 2003; Hsieh et al. 2005; Murphy 

2007). Meskipun begitu, masih kurang bilangan kajian yang menyelidik tentang 

kepentingan faktor genetik (Crider et al. 2005). 
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Pemecahan membran pramatang (preterm premature rupture of membrane) 

(PPROM) berlaku apabila kekuatan membran bayi terjejas kerana kelemahan kolagen 

fibrilar. Walaupun mekanisme sebenar PPROM masih belum jelas, tetapi 

pengurangan sintesis membran kolagen atau peningkatan degradasi kolagen 

dipercayai menyumbang terhadap pemecahan membran (Maymon et al. 2000a). 

Matrix metalloproteinase 1 (MMP 1) adalah kolagenase utama yang dipercayai terlibat 

di dalam PPROM. Aktiviti MMP dipengaruhi oleh ekspresi gen, aktiviti proenzim dan 

perencat dalaman metaloproteinases (Garland et al. 2002). Beberapa gen telah dikenal 

pasti memainkan peranan dalam kelahiran bayi pramatang ini termasuklah CYP JAJ 

Mspl dan GS'ITJ (Vogler & Kozlowski 2002), polimorfisme TNF-a-308 (Macones et 

al. 2004) dan MMPs seperti MMP 1 (Maymon et al. 2000a) dan MMP9 (Athayde et al. 

1998). 

Selain daripada variasi genetik dalam ekspresi gen, faktor epigenetik juga 

boleh mempengaruhi aras ekspresi MMP. Epigenetik didefinisikan sebagai perubahan 

ekspresi deoxynucleic acid (DNA) yang diwarisi tanpa perlu mengubah jujukan DNA. 

Contoh komponen epigenetik termasuklah modifikasi histon, reposisi nukleosome, 

regulasi postranskripsi gen oleh mikro-RNA dan metilasi DNA (Clark 2007). Metilasi 

DNA ialah salah satu jenis modifikasi kimia DNA oleh enzim yang dinamakan DNA 

methyltransferases (DNMTs). Proses metilasi secara ringkasnya melibatkan 

penambahan kumpulan metil kepada posisi 5-karbon pada sitosin (C) dalam cincin 

pirimidin. 

Kajian ini bertujuan untuk mengkaji peranan gen matrix metalloproteinase 1 

(MMPJ) dan MMP9 di dalam masalah kelahiran bayi pramatang ini. Terdapat kajian 

yang mengkaji kesan variasi genetik pada promoter MMP9 dengan PPROM (Maymon 

et al. 2000b). Seramai 291 orang wanita telah terlibat sebagai subjek untuk 

menentukan aras MMP2 dan MMP9 yang aktif di dalam cecair amnion dalam 

kelahiran bayi matang dan pramatang (Maymon et al. 2000b). Keputusan kajian ini 

menunjukkan pemecahan membran bayi secara spontan (matang atau pramatang), 

proses kelahiran (matang atau pramatang), dan invasi kaviti amnion oleh mikrob 

adalah berkait rapat dengan peningkatan aras MMP9 yang aktif secara signifikan 

dalam cecair amnion (Maymon et al. 2000b ). 
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Satu kajian lain yang dijalankan pada tahun 2008 bertujuan untuk menentukan 

sama ada faktor epigenetik turut mempengaruhi kawalan ekspresi MMP 1 dalam 

amnion manusia (Wang et al. 2008). Metilasi DNA berjaya direncatkan dalam 

fibroblas amnion dengan menggunakan 5-aza-2'-deoxycytidine dan seterusnya 

menghasilkan peningkatan transkripsi gen MMP 1. P enemuan ini dibuktikan lagi 

berdasarkan pengurangan metilasi DNA pada tempat spesifik: (-1538) pada promoter 

MMPJ. Selain daripada itu, terdapat juga polimorfisrne nuk:leotida tunggal (SNP) 

[AF007878.1 (MMPJ):g.3447T>C] yang diternui dalam promoter MMPJ (Wang et al. 

2008). Kajian ini merumuskan bahawa selain daripada rnutasi genetik, metilasi DNA 

juga memaink:an peranan penting dalam mengawal ekspresi MMP 1 dan seterusnya 

mempengaruhi risiko kelahiran bayi pramatang dan mengurangkan komplikasi dari 

segi obstetriks (Wang et al. 2008). 

MMP9 terlibat di dalam proses degradasi membran dasar dan komponen 

matriks ekstraselular yang lain dalam membran bayi ketika pemecahan membran bayi 

berlaku. Kandungan aras MMP9 meningkat dalam plasma dan cecair amnion ibu 

ketika bermulanya proses kelahiran secara spontan dalam kelahiran bayi matang dan 

pramatang sarna ada dengan atau tanpa pemecahan membran pramatang (Tu et al. 

1998; Maymon et al. 2000b). Peningkatan aras MMP9 dalam plasma ibu ini boleh 

mencecah sebanyak tiga k:ali ganda daripada nilai asal dan berlaku secara semulajadi. 

Peningkatan ini tetap berlaku tidak mengira usia gestasi sesuatu kandungan (Tu et al. 

1998). Peningkatan aras MMP9 dan pengurangan aras tisu perencat metaloproteinases 

(TIMP) yang disebabkan oleh pengeluaran sitok:in proinflamasi menyumbang kepada 

proses kemusnahan dan seterusnya pemecahan membran bayi (Challis et al. 2009). 

Oleh itu, terdapat kemungkinan bahawa aras kandungan MMP9 boleh mempengaruhi 

faktor risiko kelahiran prarnatang dalam ibu yang mengandung. Terdapat pelbagai 

mekanisme yang boleh mernpengaruhi aras MMP9 dalam plasma dan cecair amnion 

ibu seperti perubahan epigenetik termasuklah metilasi DNA. 

Terdapat pelbagai kaedah untuk menyiasat status metilasi DNA iaitu kaedah 

metilasi tidak spesifik: tindak balas polimerase rantaian, kaedah metilasi spesifik 

tindak balas berantai polimerase (MSP) dan k:aedah mikroatur (Liu & Maekawa 

2003). Kaedah MSP dipilih untuk kajian ini berdasarkan kaedahnya yang lebih 
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ringkas dan kos efektif (Herman et al. 1996). 

Kajian ini bertujuan untuk menentukan kehadiran metilasi DNA bagi gen 

MMP 1 dan MMP9 dalam kelahiran bayi matang dan pramatang. Kaedah yang akan 

digunakan bagi menentukan status metilasi DNA bagi MMPJ dan MMP9 dalam 

kelahiran bayi matang dan pramatang ini adalah dengan menggunakan analisis bisulfit 

iaitu kaedah metilasi spesifik tindak balas berantai polimerase (MSP). Selain daripada 

itu, kajian ini juga bertujuan untuk menentukan keberkesanan penggunaan kaedah 

MSP sebagai penanda pengenalpastian metilasi. 

Kajian yang terhad dilakukan untuk melihat faktor metilasi DNA yang boleh 

dikaitkan dengan kelahiran bayi pramatang terutamanya di Malaysia. Hasil 

penyelidikan ini diharapkan dapat membantu memahami perubahan epigenetik pada 

dua gen spesifik iaitu MMP 1 dan MMP9 di dalam kes kelahiran bayi pramatang. Ia 

juga dapat meningkatkan pengetahuan terhadap kelahiran bayi pramatang serta 

memperbaiki pencegahan kelahiran bayi pramatang pada masa hadapan. Sekiranya 

objektif kajian ini tercapai, ia akan memberi impak dalam menangani kelahiran bayi 

pramatang pada masa kini. Satu kaedah ringkas penyaringan menggunakan darah ibu 

bagi mengenal pasti wujudnya metilasi gen-gen yang tertentu boleh dihasilkan. 

Melalui kaedah ini, pastinya ibu yang mempunyai risiko tinggi mengalami kelahiran 

bayi pramatang akan dipantau dengan lebih teliti dan langkah-langkah pencegahan 

dapat diambil. 
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1.2 OBJEKTIF 

1.2.1 Objektif Am 

5 

Untuk menentukan kehadiran metilasi DNA bagi gen MMPJ dan MMP9 dalam 

kelahiran bayi matang dan pramatang. 

1.2.2 Objektif Khusus 

a) Untuk membandingkan frekuensi metilasi DNA bagi gen MMPJ dan MMP9

antara kelahiran bayi matang dan pramatang dengan menggunakan rawatan

bisulfit.

b) Untuk menentusahkan penanda pengenalpastian metilasi dengan menggunakan

kaedah metilasi spesifik tindak balas berantai polimerase (MSP).

1.3 HIPOTESIS KAJIAN 

a) Frekuensi metilasi DNA dalam bahagian promoter MMPJ dan MMP9 dalam

kelahiran bayi matang adalah lebih tinggi jika dibandingkan dengan kelahiran

bayi yang pramatang.

b) MSP boleh mengesan metilasi DNA gen MMPJ dan MMP9 secara spesifik

dalam kelahiran bayi matang jika dibandingkan dengan kelahiran bayi yang

pramatang.
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