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ABSTRAK

Kemoterapi memainkan peranan yang penting dalam kes lewat kanser paru-paru
bukan sel kecil (NSCLC). Walaupun objektif dan manfaat memanjangkan jangka
hayat dapat diperhatikan berikutan daripada rawatan kemoterapi, namun terdapat
tumor mempamerkan kepelbagaian genetik yang tidak sensitif terhadap
kemoterapi. Perubahan dalam tindak balas kemoterapi mungkin disebabkan oleh
sifat-sifat biologi yang berbeza pada sel-sel kanser. Tujuan kajian ini adalah untuk
mengenal pasti gen yang mensensitifkan sel-sel adenokarsinoma paru-paru
terhadap rawatan kemoterapi dan menentukan tapak jalan biologi molekul yang
merangsangkan sensitiviti kemoterapi sel-sel kanser. Perlombongan data dan
analisis-meta telah dilakukan ke atas 56 data set pengekspresan gen mikroatur
kanser paru-paru dari pangkalan data Oncomine untuk mengenal pasti gen yang
meningkat pengekspresan gen pada adenokarsinoma paru-paru berbanding dengan
tisu normal. Sel adenokarsinoma paru-paru yang hipotriploid, A549 (1 x 10* sel)
ditransfeksi-berbalik dengan menggunakan gangguan RNA kecil (siRNA) yang
mensasarkan gen khusus selama 24 jam sebelum dirawat dengan dos sublethal
cisplatin selama 48 jam. Salah satu gen positif, SON, telah dipilih untuk analisis
lanjut fungsinya. Sensitiviti kemoterapi sel A549 terhadap venorelbine dan
etoposide juga dinilai dengan siRNA SON. Pengekspresan protein SON dalam
NSCLC yang diperolehi dari 208 orang pesakit telah dinilai dengan menggunakan
tisu mikroatur-Imunohistokimia (TMA-IHC). Gen-gen bawahan dan tapak jalan
biologi molekul SON disiasat dengan menggunakan HumanRef-8 Illumina
Expression BeadChips v3.0. Tapak jalan biologi molekul yang dikenal pasti telah
disahkan menggunakan kuantitatif PCR (qPCR) dengan mensasarkan gen MDM2,
R-ACTIN dan SON. Model xenograft kanser paru-paru manusia A549 ditubuhkan
di dalam tubuh tikus untuk menentukan sama ada penindasan SON berupaya
mengurangkan pertumbuhan tumor secara in vivo. Daripada 80 sasaran gen yang
dipilih, penindasan lima gen (SON, API5, FGF2, MCL1 dan PSMA6) menghalang
pertumbuhan sel A549 dengan ketara dan meningkatkan kepekaan A549 terhadap
dos sublethal cisplatin. Kesan sitotoksik sinergi yang paling berkesan diperhatikan
apabila A549 telah dirawat dengan siRNA SON dan venorelbine, yang berjaya
mengurangkan viabiliti sel kepada 26% (p = 0.025). Tahap pengekspresan protein
SON dalam NSCLC didapati mempunyai kaitan yang ketara dengan gred tumor
dan peringkat patologi NSCLC. Analisis pengekspresan gen mikroatur mendapati
bahawa penindasan SON mengurangkan pengekspresan gen-gen yang terlibat
dalam fasa G kitaran sel dan tapak jalan biologi Notch dan keputusannya disahkan
dengan analisis qPCR gen gen SON (24" = 891.4, p = 0.12), MDM2 (27" = 64,
p = 023) dan B-ACTIN (2 = 14, p = 0.43). Rawatan xenografts
adenokarsinoma paru-paru dengan siRNA SON menyebabkan pengurangan purata
48.33% pertumbuhan tumor (saiz tumor purata: 3.1 mm (rawatan) melawan 6.0
mm (kawalan), p=0.0016) jika dibandingkan dengan tumor kawalan. Kesimpulan,
SON berkemungkinan mempunyai potensi sebagi sasaran terapi baru untuk kanser
paru-paru di mana perencatan gen ini menggalakkan perencatan pertumbuhan
tumor serta meningkatkan sensitiviti kemoterapi.



IDENTIFICATION AND FUNCTIONAL ELUCIDATION OF GENES
THAT ENHANCE CHEMOSENSITIVITY IN LUNG
ADENOCARCINOMA

ABSTRACT

Chemotherapy plays a major role in the treatment of advanced stage of non-small
cell lung cancer (NSCLC). Although objective responses and survival benefits are
seen following chemotherapy, the tumour exhibits considerable heterogeneity in its
sensitivity to chemotherapy. The variation in chemotherapy response is likely due
to the different biological properties of the cancer cells. The aims of this study
were to identify the genes that sensitized the lung adenocarcinoma cells to
chemotherapy and to determine the molecular pathways underlying the
chemosensitivity of the cancer cells. Data mining and meta-analysis were
performed on 56 microarray gene expression lung cancer datasets from Oncomine
database to identify common upregulated genes in lung adenocarcinoma. The
hypotriploid lung adenocarcinoma, A549 cells (1 x 10* cells) were reverse-
transfected with gene-specific small interfering RNA (siRNA) for 24 hours before
being treated with sublethal dose of cisplatin for 48 hours. One of the positive
genes, SON, was selected for further functional analysis. The chemosentivity of
A549 cells to venorelbine and etoposide following treatment with SON siRNA was
also evaluated. SON protein expressions in NSCLC obtained from 208 patients
were evaluated by tissue microarray-immunohistochemistry (TMA-IHC). The
downstream genes and molecular pathways of SON were interrogated using
[Mlumina HumanRef-8 v3.0 Expression BeadChips. The identified pathways were
validated using quantitative PCR (qPCR) by targeted gen MDM2, R-ACTIN and
SON. A human A549 lung cancer xenograft model in nude mice was established to
determine whether silencing of SON reduced tumour growth in vivo. Out of 80
selected targets, silencing of five genes (SON, APIS5, FGF2, MCLI1 and PSMA®6)
significantly inhibited the growth of A549 cells and increased the sensitivity of the
A549 to sublethal dose of cisplatin. The most powerful synergistic cytotoxic effect
was observed when A549 was treated with SON siRNA and venorelbine, which
reduced cell viability to 26% (p=0.025). Expression levels of SON protein in
NSCLC were significantly associated with tumour grade and pathologic stage.
Microarray gene expression analysis revealed that silencing of SON reduced the
expression of genes in the G phase of the cell cycle and Notch pathway and
verified by analyzed qPCR gen SON (2! =891 .4, p = 0.12), MDM2 (2" = 64,
p = 0.23) and R-ACTIN (22*“' = 1.4, p = 0.43). Treatment of lung adenocarcinoma
xenografts with SON siRNA resulted in 48.33% reduction in tumour growth
(average tumour sizes: 3.1 mm (treated) vs 6.0 mm (control), p=0.0016) when
compared with control injected tumour. In conclusions, SON may be a plausible
potential novel therapeutic target for lung cancer where by inhibit expression of
this gene inducing inhibition of tumour growth as well as enhancing
chemosensitivity.
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Graf a — j merupakan keputusan HTS siRNA dengan setiap
plat mempunyai 10,000 sel A549, siRNA berkepekatan 50
nM dan 0.225uL reagen transfeksi DF1.

Rumusan keputusan penskrinan siRNA yang menyebabkan
pengurangan viabiliti sel. (a) Senarai gen yang memberikan
keputusan positif pada ujian siRNA. (b) Carta pai taburan
fungsi biologi yang memberikan keputusan positif pada ujian
siRNA.

Graf dos titik reaksi sel A549 terhadap rawatan cisplatin. (a)
merupakan pendedahan sel A549 kepada cisplatin selama 24
jam pada kepekatan yang berlainan. (b) merupakan
pendedahan sel A549 kepada cisplatin selama 48 jam.

Keputusan HTS siRNA-cisplatin (a — j) dengan setiap plat
mempunyai 10,000 sel A549 dirawat dengan 0.225uL reagen
transfeksi DF1 dan 50 nm siRNA selama 24 jam diikuti
dengan rawatan cisplatin 3uM selama 24 jam.

Rumusan keputusan penskrinan kehilangan fungsi gen
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Plot serakan mikroatur. Plot serakan bagi dua keadaan titisan
sel A549 yang berlainan (sel yang dirawat dengan siRNA
SON dan sel yang tidak dirawat). Rajah merupakan plot
sampel RNA sel A549 yang dihibridisasikan ke atas cip
mikroatur. Panel A merupakan plot serakan sampel kawalan
titisan sel A549 tanpa rawatan siRNA. Panel B merupakan
plot serakan sampel sel A549 yang dirawat dengan siRNA
SON. Majoriti isyarat membentuk paksi 45° yang
menunjukkan hibrididasi yang baik.

Plot pengawalan kualiti hasil pencerapan ujikaji
pengekspresan gen. Plot A merupakan BoxWhisker Plot yang
diperolehi dengan analisis Filter by present and marginal.
Plot B merupakan plot komponen analisis (PCA) yang
menunjukkan taburan pengekspresan gen yang berlainan dan
dikelompokan kepada kelompok yang berlainan.

Keputusan analisis ujian-t tidak berparameter bersama-sama
dengan ujian Benjamini Hochberg dengan pelbagai nilai p
dan bilangan kali ganda perubahan pengekspresan gen (FC)
bagi bandingan antara sampel yang dirawat dengan siRNA
SON dan sampel kawalan.

Analisis pengklusteran hieraki mengelompokkan gen-gen
yang mempunyai perbezaan pengekspresan gen antara
sampel kajian dan sampel kawalan. Warna hijau bernaksud
penurunan pengekspresan gen. Warna merah bermaksud
peningkatan pengekspresan gen. Kotak berwarna merah
merupakan sampel kawalan. Kotak berwarna biru merupakan
sampel rawatan.

Tiga gambar rajah Venn dengan setiap satu mewakili set gen
berlainan yang diperolehi daripada analisis GSEA. Gen-gen
daripada tiga set gen ini digabungkan dan didapati tidak
mempunyai kesamaan gen antara ketiga-tiga set gen.

Ringkasan keputusan analisis tapak jalan pengisyaratan
Adriane hasil daripada saringan 336 gen ke atas pangkalan
data Adriane - Pathway Studio 7. Keputusan ini merupakan
sepuluh tapak jalan biologi teratas dari jumlah keputusan
hasil saringan. Kesemua tapak jalan biologi ini didapati
terlibat dalam pengawalan kitaran sel.

Ringkasan keputusan analisis hasil daripada saringan 336
gen ke proses biologi dengan menggunakan pangkalan data
Adriane melalui perisian Pathway Studio 7. Keputusan ini
merupakan sepuluh proses biologi teratas dari jumlah
keputusan hasil saringan. Kesemua proses biologi ini
didapati terlibat dalam tapak jalan kitaran sel.
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Perbandingan perubahan pengekspresan antara qPCR dan
mikroatur.

Taburan jenis kanser paru-paru pada slaid TMA.

Peratusan taburan tahap-tahap kanser paru-paru pada slaid
TMA.

Penskoran slaid TMA mengikut intensiti pewarnaan protein
pengikat DNA SON di mana gambar a (skor 0), gambar b
berskor pengekspresan lemah (skor 1), gambar ¢ dan d
berskor pengekspresan sederhana (skor 2) dan gambar e
berskor pengekspresan kuat (skor 3).

Graf taburan penskoran pengekspresan SON pada slaid TMA
mengikut a) gred tumor dan b) tahap tumor.

Pengoptimumnan transfeksi jujukan siRNA secara In-vitro
dengan menggunakan empat jujukan siRNA gen SON yang
berlainan. Paksi Y merupakan peratusan sel A549 yang
hidup selepas transfeksi siSON dilakukan. Paksi X
merupakan kepekatan siSON yang digunakan untuk
transfeksi dengan 1 adalah 50nM, 2 adalah 100nM, 3 adalah
150nM, 4 adalah 200nM, 5 adalah 250nM dan 6 adalah
300nM. Setiap satu siRNA yang digunakan adalah
dikulturkan dengan 1 x 10> selama 48 jam. Ujian transfeksi
siRNA ini dilakukan sebanyak tiga kali. Nilai p bagi
replikasi adalah <0.023.

Pengekspresan gen SON yang ditindas dengan siSON4 yang
dicerap dengan menggunakan teknik Western blot.

Dos reaksi tindak balas bagi siSON4 menggunakan tujuh
jenis kepekatan 50nM, 100nM, 150nM, 200nM, 250nM,
300nM dan 350nM. Setiap satu kepekatan siSON4 diulangi
sebanyak tiga kali dan dikulturkan bersama-sama dengan 1 x
10° ribu sel. Nilai p bagi replikasi adalah < 0.036.

Keputusan rawatan siSON pada tumor A549 yang telah
ditransplan secara subkutin pada tikus nude. Gambar a
merupakan tikus nude yang membawa tumor A549 sebelum
rawatan dimulakan. Gambar b merupakan gambar selepas
rawatan siSON. Gambar ¢ merupakan pemerhatian bawah
kulit tikus nude yang telah dirawat dengan siSON.

Keputusan rawatan kawalan, siRNA tanpa sasaran pada
tumor A549 yang telah ditransplan secara subkutin pada
tikus nude. Gambar a merupakan tikus nude yang membawa
tumor A549 sebelum rawatan dimulakan. Gambar b
merupakan gambar selepas rawatan siRNA tanpa sasaran.
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Gambar ¢ merupakan pemerhatian bawah kulit tikus nude
yang telah dirawat dengan siRNA tanpa sasaran.

Pertumbuhan kinetik tumor antara empat jenis kumpulan
tikus nude yang menerima rawatan yang berlainan.
Perbandingan statistik antara kumpulan rawatan siSON4 dan
Atelogen adalah ketara dengan nilai p < 0.0016.

Rumusan integrasi kitaran litar di dalam sel yang diperlukan
oleh kanser sel melakukan proliferasi sel. Kitaran litar ini
hampir sama dengan kitaran litar sel normal yang aktif
membahagi kecuali senarai gen-gen yang berwarna merah
yang telah dibukti fungsinya telah berubah.

Integrasi kitaran litar tapak jalan biologi kitaran sel,
apoptosis dan pengekspresan gen di dalam kanser sel.
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BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 PENGENALAN

Kebelakangan ini kanser paru-paru telah dikenalpasti sebagai pembunuh utama
antara kebanyakan penyakit kanser yang lazim didapati di Malaysia (Zainal & Nor
Saleha 2007). Kanser paru-paru secara purata telah menyebabkan seramai 785 000
manusia terkorban setiap tahun di seluruh dunia dengan kaum lelaki mencatat
peratusan kematian yang tertinggi berbanding dengan kaum wanita. Kes kanser
paru-paru biasanya dikesan lewat pada tahap lanjut dimana rawatan yang diberikan
tidak mampu lagi memberikan kesan ke atas penyakit ini dan secara tidak langsung
menyumbang kepada angka mortaliti yang tinggi pada kes kanser paru-paru.
Dengan itu adalah mustahak jika teknik diagnosis awal yang sensitif dapat

dibangunkan agar kadar kematian pesakit kanser paru-paru dapat dikurangkan.

Pemahaman mengenai pembentukan kanser paru-paru memerlukan kajian
terperinci ke atas maklumat asas biologi molekul serta tapak jalan patologi molekul
tentang bagaimana dan kenapa kanser mula terjadi sehingga berkembang menjadi
penyakit yang kronik. Berasaskan pemahaman terkini yang dikaji pada jenis kanser
yang lain, adalah dipercayai bahawa pembentukan kanser paru-paru juga bermula
dari tahap sel. Pada tahap biologi sel proses pemusnahan dan pembinaan semula
sel-sel baru merupakan sebahagian daripada proses kawalan sel yang normal untuk
menggantikan sel-sel yang tua, rosak dan tidak dapat diperbaiki lagi. Daripada
proses pengawalan sel yang rumit ini, akan terdapat sel-sel normal yang
mengalami mutasi akibat daripada pengaruh mutagen. Sel-sel yang termutasi ini
boleh menyebabkan ia terkeluar daripada kawalan sistem penyeliaan proliferasi

sel, proses baik pulih sel serta sistem imunisasi sel yang seterusnya mengakibatkan



sel yang rosak terus hidup dan membiak tanpa terkawal. Kejadian pertumbuhan sel
yang luar kawalan sehingga membentuk tisu yang dipanggil kanser (Albertella et

al. 2005).

Secara keseluruhan terdapat empat faktor yang dikenalpasti menyumbang
kepada risiko mendapat kanser paru-paru pada mana-mana inidividu — usia,
jantina, genetik dan persekitaran. Sistem imunisasi badan dan sistem imunisasi sel
menjadi lemah apabila usia meningkat. Peningkatan usia akan mengurangkan
keupayaan sistem imunisasi badan dan sistem imunisasi sel untuk mengenalpasti,
menyerang dan mencerna sel-sel yang rosak (Rosell et al. 2002). Sel-sel yang
rosak ini akan terkeluar daripada kawalan normal, seterusnya membiak dan
menjadi kanser. Faktor jantina dikatakan memainkan peranan dalam risiko
mendapat penyakit kanser paru-paru kerana mengikut kajian, tahap kemantapan
fizikal kaum wanita adalah lebih alah kepada agen-agen karsinogen berbanding
kaum lelaki (American Cancer Society 2014; Siegel et al. 2014). Selain faktor-
faktor tersebut, faktor genetik keturunan juga memainkan peranan, di mana
kebarangkalian risiko mendapat kanser akan meningkat berikutan daripada
terdapatnya profil sejarah penyakit kanser di kalangan ahli keluarga (Lee at al.
2004; Falconer & Mittelstrass et al 2008). Agen karsinogen daripada persekitaran
merupakan sebab utama kejadian kanser paru-paru. Asap rokok, asbestos dan gas
radon antara contoh karsinogen yang telah dibuktikan penyebab utama pada kanser

paru-paru (Ezzati et al. 2005).

Kanser paru-paru terdiri dari dua jenis — kanser paru-paru sel kecil (small
cell lung cancer, SCLC) dan kanser paru-paru bukan sel kecil (non-small cell lung
cancer, NSCLC). Bermula dari sel hormonal paru-paru, SCLC mewakili antara
15% hingga 20% jumlah kes kanser paru-paru. SCLC lazimnya tumbuh lebih
pantas dan agresif berbanding NSCLC (Jemal et al. 2011). Pengkelasan (Staging)
SCLC adalah terdiri dari peringkat terhad atau ekstensif. SCLC terhad bermaksud
kanser tersebut hanya wujud pada rongga paru-paru dengan tiada tanda-tanda
merebak pada organ lain dalam tubuh. SCLC ekstensif pula merujuk kepada kanser

yang telah merebak keluar dari kaviti paru-paru.



Kanser paru-paru bukan sel kecil (NSCLC) pula mewakili antara 75 hingga
80% daripada jumlah kes kanser paru-paru. Pengkelasan kes NSCLC terdiri
daripada tiga sub-jenis: adenokarsinoma, karsinoma sel skuamus dan karsinoma sel
besar. Adenokarsinoma merupakan jenis NSCLC yang paling lazim didapati. la
merangkumi kira-kira 40% daripada jumlah kes NSCLC. Apabila adenokarsinoma
terjadi pada alveoli, ia dikenali sebagai adenokarsinoma bronkoalveolar.
Karsinoma sel skuamus pula merupakan jenis kedua yang paling lazim didapati
pada kes NSCLC iaitu kira-kira 30% hingga 35% (Yin et al. 2012; Siegal et al.
2014). Terdapat kaitan rapat antara kanser jenis ini dengan tabiat merokok.
Karsinoma sel skuamus bermula pada tiub pernafasan, bronkus. Sub-jenis ketiga
adalah karsinoma sel besar dimana secara amnya ia bermula pada struktur cabang
tiub paru-paru yang dipanggil bronkiol dan kebarangkaliannya ia akan merebak ke
struktur belakang tulang dada yang dipanggil mediastinum (Ezzati et al. 2005;
Samet et al. 2009).

Pengkelasan kanser lazimnya mengikut pengkelasan TNM. TNM
bermaksud Tumour, Node dan Metastasis. Pemeriksaan sampel tisu dilakukan
untuk mengenalpasti jenis tumor dan bukti keterlibatan sel kanser pada nodus
limfa. Ciri-ciri sel yang hampir menyerupai sel normal dikelaskan sebagai terbeza
sempurna (well-differentiated, G1). Sebaliknya, sel kanser yang tidak terbeza
(undifferentiated, G4) akan menunjukkan saiz dan bentuk yang berbeza. Tumor
jenis agresif lazimnya menunjukkan tahap sel G4 yang tinggi (Lung Cancer NICE
guideline 2011).

Gabungan maklumat patologi dan data klinikal yang diperolehi dari kajian
darah, imbasan tomogram berkomputer (CT scan), bronkoskopi dan imbasan
tulang (bone scan) membantu pengkelasan klinikal tahap kanser. Ini penting untuk
menentukan jenis rawatan yang bakal diberikan dan untuk menentukan prognosis
pesakit kanser. Kanser tahap I bermakna kanser peringkat awal manakala tahap
IIIb dan IV merupakan kanser tahap lanjut. Tahap kanser yang berlainan
memerlukan kaedah rawatan yang berbeza. Rawatan yang diberikan lazimnya
melibatkan pembedahan, kemoterapi dan radioterapi ataupun kombinasi dua atau

ketiga-tiganya (Lung cancer NICE guideline. 2011). Walaupun pesakit kanser



paru-paru tahap I boleh dirawat dengan kaedah pembedahan, namun kadar
kemandirian melebihi 5 tahun hanyalah 17% (Wakalee et al. 2007). Perkara ini
berlaku berkemungkinan besar akibat terdapatnya metastasis mikro ketika
diagnosis dilakukan. Ini menunjukkan bahawa pengkelasan klinikal yang
digunakan pada masa kini adalah kurang tepat untuk menentukan tahap kanser.
Kajian-kajian terkini banyak tertumpu pada usaha mencari penanda molekul bagi

membantu proses diagnosis, pengkelasan dan jangkaan prognosis yang lebih tepat.

Walaupun telah banyak laporan saintifik yang diterbitkan di dalam bidang
ini namun pakar-pakar sains biologi mengakui bahawa masih terdapat gen-gen lain
yang terlibat di dalam proses karsinogenesis yang masih belum ditemui serta
terdapat juga gen-gen yang telah dikenalpasti tetapi masih belum diketahui secara
terperinci bagaimana ia dikaitkan secara langsung di dalam karsinogenesis kanser
paru-paru. Kemajuan teknologi di dalam bidang biologi molekul telah
membolehkan sebilangan besar daripada fungsi gen-gen dieksploitasi. Maklumat
tentang struktur dan fungsi gen-gen ini akan dapat membantu merangka strategi
pengesanan awal kanser paru-paru mahupun sebagai sasaran rawatan baru yang

lebih berkesan.

1.2 OBJEKTIF PENYELIDIKAN

1. Mengenalpasti gen-gen yang terlibat di dalam patologi kanser paru-paru
dengan menggunakan perisian komputer Oncomine dan Pathway Studio
7.0.

2. Menentukan fungsi gen-gen yang telah dikenalpasti terlibat dalam
karsinogenesis kanser paru-paru dengan menggunakan teknik gangguan
RNA (RNAI).

3. Mengenalpasti gen-gen yang akan meningkatkan sensitiviti kanser sel
adenokarsinoma, A549, terhadap cisplatin.

4. Menentukan tahap pengekspresan gen terpilih dalam sampel klinikal
adenokarsinoma paru-paru dengan menggunakan kaedah mikroatur tisu.

5. Menentukan fungsi dan tapak jalan molekul gen terpilih dengan

menggunakan teknik RNAi dan analisis mikroatur.



6. Mengkaji kesan perencatan gen terpilih ke atas pertumbuhan kanser dalam

model xenograf.

1.3 HIPOTESIS KAJIAN

1. Terdapat gen-gen yang masih belum ditemui terlibat di dalam mekanisme
patologi molekul kanser paru-paru.
2. Terdapat gen-gen yang masih belum dicirikan sebagai peningkat sensitiviti

kanser paru-paru terhadap cisplatin.



BAB 11

KAJIAN PERPUSTAKAAN

2.1 PENGENALAN

Pada permulaan abad ke-20 kanser paru-paru merupakan sejenis penyakit yang
jarang ditemui, namun menjejak lewat abad ke-20, kadar kes kanser paru-paru telah
meningkat secara mendadak sehingga menjadi penyakit epidemik. Kini kanser paru-
paru menjadi penyebab kematian utama antara kes-kes kanser yang dilaporkan. Dari
segi statistik, kadar kematian kes kanser paru-paru adalah berkadar terus dengan
jumlah kes yang dilaporkan. Bagi kaum lelaki, kanser paru-paru merupakan
pembunuh utama manakala bagi kaum wanita kanser payudara dan kanser servik
menduduki tangga teratas. Di seluruh dunia lebih dari 11 juta manusia didiagnos
menghidap kanser paru-paru setiap tahun. Dijangkakan angka ini akan menjejak ke

angka 16 juta kes setahun menjelang tahun 2020 (American Cancer Society, 2014).

Kes kanser paru-paru yang pertama dikenalpasti pada tahun 1985 (American
Cancer Society, 2014) dan pada tahun 2012, terdapat 1.35 juta kes baru kanser paru-
paru dilaporkan di benua Amerika, angka ini merupakan kira-kira 12.4% daripada
jumlah kes kanser yang dilaporkan di negara tersebut. Jumlah kematian akibat
kanser paru-paru di seluruh dunia adalah sekitar 1.18 juta orang setiap tahun iaitu
17.6% daripada jumlah kematian yang diakibatkan oleh penyakit kanser. Diketahui
bahawa hampir separuh (49.9%) daripada kes kanser paru-paru yang dilaporkan
berlaku di negara-negara membangun. Kadar insiden kes kanser paru-paru yang
tertinggi di dunia adalah di Amerika Utara dan Eropah Timur diikuti oleh Australia,
New Zealand, China dan Jepun. Dari segi jantina, kadar insiden kes kanser paru-
paru pada wanita adalah lebih rendah iaitu 12.1 kes per 100 000 wanita berbanding
35.5 kes per 100 000 lelaki (American Cancer Society. 2014; Siegel et al. 2014).



Sungguh pun pelbagai kemajuan telah dicapai dalam bidang teknologi perubatan dan
rawatan kanser, namun kadar pemulihan masih tidak banyak berubah berbanding
dengan 20 tahun yang lepas. Mengikut kajian statistik yang dibuat oleh program
SEER (Surveillance, Epidemiology, and End Results) pada kadar peratusan
kelangsungan jangka hayat selama 5 tahun bagi pesakit kanser paru-paru mendapati
bahawa di USA peratusan pesakit yang hidup lebih daripada 5 tahun adalah 15%,
manakala di Eropah adalah 10% dan negara-negara membangun adalah sekitar 8.9%

(Siegel et al. 2014; Yin et al. 2012).

Walaupun corak geografi dan insiden kanser paru-paru didapati tidak
berkadar terus, kadar mortaliti kanser paru-paru banyak dipengaruhi oleh
pendedahan kepada asap rokok (Ezzati et al. 2005). Berdasarkan beberapa kajian
kohort yang dilakukan, insiden kanser paru-paru merupakan kaitan langsung akibat
penggunaan tembakau secara berpanjangan yang mana ia dianggarkan dengan cara
membandingkan kadar kejadian kanser paru-paru akibat merokok dengan kadar
insiden kejadian yang dijangkakan pada bukan perokok (Samet et al. 2009; Wakelee
et al. 2007) adalah berkadar secara terus. Pada tahun 2020, dianggarkan 85% kes
kanser paru-paru pada kaum lelaki dan 47% kes kanser paru-paru pada kaum wanita
adalah disebabkan oleh aktiviti merokok. Anggaran bilangan insiden kanser paru-
paru melonjak sebanyak 51% sejak 1985. Epidemik kanser paru-paru di Amerika
Syarikat didapati telah mencapai tahap tertinggi dan kadar insiden kanser lain pula
mula menurun (Jemal et al. 2011) dan begitu juga di negara-negara Eropah barat dan
utara (Bray et al. 2004). Walau bagaimanapun, fenomena sebaliknya berlaku pada

populasi Eropah timur dan selatan (Tyczynski et al. 2004).



Rajah 2.1 Plot insiden kanser paru-paru berdasarkan usia mengikut kedudukan
geografi. Data ditunjukkan per 100 000 orang mengikut jantina.

Sumber: American Cancer Society (2014)

2.2 KANSER PARU-PARU DI MALAYSIA

Dalam konteks Malaysia, laporan Nasional Pendaftar Kanser Malaysia yang
diumumkan pada penghujung tahun 2007 (Zainal & Nor Saleha 2007). Daripada
sejumlah 21 464 kes kanser yang dilaporkan (9400 lelaki dan 12 064 wanita), 1758
kes adalah kanser paru-paru (13.8% lelaki dan 3.8% wanita). Sejajar dengan trend
kes kanser dikebanyakkan negara lain di dunia ini, kanser paru-paru pada lelaki
adalah tertinggi kadar peratusannya berbanding dengan jenis kanser yang lain (Rajah
2.2). Bagi kaum wanita pula kanser paru-paru jarang berlaku (Rajah 2.3). Dari segi
kumpulan etnik pula juga menunjukkan trend yang sama bagi kaum lelaki kecuali
kaum etnik India di mana kadar kejadian kanser perut adalah lebih tinggi (Rajah 2.3)
manakala bagi kaum wanita, prevalen kanser payudara adalah yang tertinggi dalam

semua kumpulan etnik (Rajah 2.4).



Rajah 2.2 Carta 10 kanser paling prevalen bagi lelaki di Malaysia. Kanser paru-paru
menduduki tempat teratas sebanyak 16.3% diikuti lain-lain jenis kanser.

Sumber: Zainal & Nor Saleha (2007)

Rajah 2.3 Bagi wanita di Malaysia, kanser paru-paru berada pada kedudukan ke-5
paling ramai jumlah pengidap iaitu 5.4% berbanding kanser payudara
yang menduduki tempat paling atas.

Sumber: Zainal & Nor Saleha (2007)
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Rajah 2.4 Prevalen kanser berdasarkan jantina lelaki mengikut etnik. Bagi kaum
Melayu dan Cina, kanser paru-paru paling kerap terjadi manakala bagi
etnik India, kanser paru-paru adalah kanser jenis ke-2 paling kerap
terjadi.

Sumber: Zainal & Nor Saleha (2007)
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Malay Female

Chinese Female

Indian Female

Rajah 2.5 Kekerapan kanser bagi wanita mengikut pecahan etnik di Malaysia.
Bagi kaum Melayu dan Cina kanser paru-paru berada pada kedudukan
ke-5 dan ke-4 antara 10 jenis kanser paling kerap berlaku. Bagi etnik
wanita India pula, kanser paru-paru tidak tersenarai antara 10 kanser
paling prevalen di Malaysia.

Sumber: Zainal & Nor Saleha (2007)
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2.3 CIRI KLINIKAL DAN PATOLOGI KANSER PARU-PARU

Perawatan kanser paru-paru merupakan suatu rawatan yang sukar dan mencabar
walaupun bagi pengamal perubatan yang berkemahiran. Lebih daripada 90%
daripada orang dewasa yang didiagnosis kanser paru-paru mempunyai simptom
penyakit yang tidak ketara. Menurut Van Cleave dan Cooley (2004), minoriti pesakit
kanser paru-paru mempunyai simptom yang berkaitan dengan pertumbuhan tumor,
manakala majoriti kes tidak mempunyai simptom yang sistemik atau mempunyai
simptom metastatic kanser. Batuk merupakan simptom utama kanser paru-paru.
Simptom ini wujud dalam 65% - 75% pesakit kanser paru-paru. Malahan lebih
daripada 25% pesakit mempunyai batuk yang memanjang. Kebanyakkan kanser
paru-paru berlaku pada pusat saluruan udara dan ini boleh menyebabkan radang
paru-paru berlaku serta pembesaran limfa nodus selepas salarun udara tersekat

(Miller et al. 2005; Travis et al. 2005).

Kesukaran bernafas atau dyspnea, berlaku pada kira-kira 60% daripada
pesakit semasa peringkat awal penyakit, manakala kira-kira 65% daripada pesakit
akan mengalami simptom ini semasa penyakit berlaku. Punca-punca kesukaran
pernafasan pada pesakit kanser paru-paru adalah disebabkan oleh penyekatan
saluran pernafasan oleh tumor atau paru-paru parenchyma, lelehan pleural,
pneumonia serta komplikasi rawatan kemoterapi atau rawatan radiasi terapi iaitu
pneumonitis (Travis et al, 2011; Thunnissen et al. 2012). Selain daripada itu, rasa
tidak selesa pada dada atau dinding dada sakit adalah perkara biasa yang berlaku
pada pesakit kanser paru-paru dengan kadar kebarangkalian kira-kira 50% daripada
pesakit. Ketidakselesaan ini sering tidak jelas, sakit, dan berlaku secara berturut-

turut (Travis et al. 2011).

Kanser paru-paru secara amnya terbahagi kepada dua kategori: kanser paru-
paru bukan sel kecil (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC) dan kanser paru-paru
sel kecil (Small-Cell Lung Cancer, SCLC). Klasifikasi ini bergantung kepada
perbezaan histologi, klinikal dan ciri-ciri perbezaan neuroendokrin. Ciri-ciri
perbezaan neuroendokrin biasanya ditemui pada kes SCLC. Peratusan insiden

NSCLC adalah lebih tinggi iaitu antara 70% hingga 80% dalam semua kes kanser
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paru-paru manakala yang lainnya adalah SCLC (Jadual 2.1). Walaubagaimanapun,

ada juga jenis kes kanser paru-paru yang mempunyai kedua-dua ciri.

Seperti yang dinyatakan sebelum ini, kanser paru-paru dibahagikan kepada
dua kategori utama NSCLC dan SCLC. Malahan antara kategori tersebut, kanser
paru-paru dibahagikan lagi kepada jenis dan tahap. Dalam pemilihan jenis rawatan
yang harus digunakan ke atas pesakit kanser paru-paru, ia amat bergantung kepada
jenis dan tahap kanser. Maka pembahagian jenis dan tahap kanser paru-paru amat
penting bagi keberkesanan rawatan serta meningkatkan keupayaan pesakit untuk

bertolak ansur dengan rawatan (Miller et al. 2005; Meijera et al. 2001).

Secara amnya, pengkelasan tahap NSCLC dilakukan dengan menggunakan
sistem piawaian antarabangsa Tumor, Nodus, Metastasis (TNM), Jadual 2.2.
Manakala bagi kes SCLC, sistem yang digunakan merupakan sistem yang
dibangunkan oleh Veterans Administration Lung Cancer Study Group. Namun
terdapat sesetengah hospital telah mula menggunakan sistem TNM untuk
mengkelaskan tahap kanser SCLC. Kanser SCLC dibahagikan kepada dua jenis
tahap iaitu tahap terhad dan tahap meluas. Pada pesakit yang ada pada tahap terhad,
pertumbuhan kanser adalah terhad pada throrax hemi lateral. Tahap meluas SCLC
pula merupakan pertumbuhan kanser sel yang telah melalui proses metastasis

(Thunnisen et al. 2012; Lim et al 2008).

Jadual 2.1 Ciri-ciri SCLC dan NSCLC

SCLC NSCLC

Frekuensi 25% 75%

Histologi Sitoplasma sedikit, Sitoplasma banyak,
nukleus hipokromatik nukleus pleomorfik,
yang kecil, kromatin yang nukeloli kromatin kasar,
halus, nukleoli tak jelas, nukeloli jelas
tumor dalam bentuk
kepingan

bersambung...



...sambungan

Fenotip neuroendokrin

Perembesan peptid

Sensitiviti pada radiasi
Kemosensitiviti
Mutasi c-ras

Amplifikasi/ Ekspresi
lampau c-myc

Ekspresi lampau c-erbB2
Ekspresi bcl2

Aberasi ekspresi CD44

Kitaran autokrin putatif

Kehilangan alel 3p
Mutasi p53

17p LOH

Ekspresi p5S3 abnormal
Kehilangan ekspresi Rb1
13q LOH

Mutasi P16™544

9p LOH

Kehilangan ekspresi
P1 6INK4A

Ekspresi telomerase

100%

ACTH, AVP, kalsitonin,
ANF

Pengecutan 80 — 90%
Tinggi

<1%

15 -30%

<10%
75 - 95%
Tiada

GRP/reseptor GRP,
SCF/KIT

>90%

75 —100%
80 —90%
40 —70%
90%

75%

<1%

20 —-50%

0-10%

100%

NSCLC sel besar dan
karsinoid

PTH

Pengecutan 30 — 50%
Rendah
15 -20%

5-10%

30%
10 -35%
Ada

HGF/met,
neuregulin/erbB

50 -80%
50%

70%

40 — 60%
15 -30%
40 — 60%
10 —40%
50 -75%

30 -70%

80 —85%

14

Sumber: Ubahsuaian daripada Austin et al. (2013)
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Jadual 2.2 Sistem TNM yang digunakan untuk menentukan tahap kanser paru-paru.

Jenis Tumor

Tumor utama (Primary tumor)

X

TO

Tis

Tl

T2

T3

T4

Tumor utama tidak dapat ditaksir atau tumor ditentukan dengan
menilai kehadiran sel malignan pada kahak atau pada cecair
pencucian bronkus tetapi tidak dapat diperhatikan pada imej
bronkoskopi.

Tiada bukti kehadiran tumor utama.
In situ karsinoma

Dimensi tumor sebesar 3 cm atau kurang dikelilingi paru-paru
tanpa bukti pencerobohan di bawah pemerhatian bronkoskopi.

Tumor dengan ciri-ciri berikut:

Mempunyai dimensi lebih daripada 3cm.

Melibatkan bronkus utama dengan saiz 2cm atau lebih.
Pencerobohan ke pleura vesikel.

Berlaku pneumonitis yang merebak ke kawasan hilar tetapi
tidak melibatkan keseluruhan paru-paru.

Tumor bersaiz berlainan yang invasif ke bahagian:
e Dinding paru-paru, diafgram, pleura mediastinal atau
parietal pericardium.
e Tumor berada pada bronkus utama dengan jarak kurang
daripada 2cm dari carina tetapi tidak melibatkan carina atau
pembentukan pneumonitis pada keseluruhan paru-paru.

Tumor saiz berlainan yang invasive ke bahagian trakea, hati,
carina, esophagus, vessels dan mediastinum.

Nodus limfa serantau

NX

NO

N1

Nodus limfa serantau tidak dapat ditaksir.

Tiada metastasis berlaku pada limfa nodus serantau.

Metastasis berlaku pada bahagian tepi peribronkius atau bahagian
hilar nodus limfa yang mengalami lanjutan perebakan tumor

utama.

bersambung...
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...sambungan

N2 Metastasis berlaku pada bahagian tepi mediastinal atau subcarinal
nodus limfa.

N3 Metastasis pada kontralateral, mediastinal, kontralateral hilar atau
nodus limfa tulang rusuk.

Metastasis jarak jauh

MX Kehadiran metastasis jauh namun tidak dapat ditaksirkan.
MO Tiada metastasis jarak jauh.
Mil Kehadiran metastasis jauh.

Sumber: Lung Cancer NICE guideline 2011.

24 BIOLOGI MOLEKUL KANSER PARU-PARU

Pemahaman patogenik kanser paru-paru telah bertambah maju ekoran daripada
kemajuan teknologi biologi molekul. Kini daripada kajian-kajian klinikal dan
biologi molekul yang telah dilakukan kita telah mengetahui bahawa kanser paru-
paru berlaku hasil dari pelbagai jenis perubahan genetik yang kompleks sama ada
dari segi perubahan epigenetik ataupun ketidakaktifan gen penindas tumor (TSGs)
(Manda et al. 2009; Frohlich et al. 2008).

Kanser paru-paru terdiri daripada empat jenis histologi yang utama, iaitu
paru-paru sel kanser kecil (SCLC) dan tiga jenis paru-paru bukan sel kanser kecil
(NSCLC): karsinoma sel skuamas, adenokarsinoma dan karsinoma sel besar.
Perbezaan molekul di antara jenis kanser paru-paru telah dikenalpasti dan telah
digunakan untuk membangunkan sasaran terapi yang lebih berkesan. Selain itu,
kajian pengenalpastian perubahan genetik pada sel epithelia dan kajian perubahan
genetik pada saluran pernafasan akibat daripada aktiviti merokok juga telah
dijalankan secara menyeluruh. Kemajuan aplikasi klinikal yang dicapai pada masa
kini bagi penilaian risiko mendapat kanser paru-paru, pencegahan, diagnosis awal
dan rawatan adalah hasil daripada integrasi kajian molekul dan penyelidikan klinikal
(Zochbauer dan Minna 2000; Zochbauer et al. 2001; Sekido et al. 1998; Fong et al.
2001)
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2.4.1 Epidemiologi Molekul Kanser Paru-Paru

Analisa statistik daripada beberapa kajian lepas menunjukkan antara 80 hingga 90
peratus kes kanser paru-paru berlaku pada perokok. Seorang perokok mempunyai
risiko mendapat kanser paru-paru antara 2 hingga 3 kali ganda lebih tinggi jika
dibandingkan dengan bukan perokok. Terdapat juga perbezaan geografi, etnik dan
jantina dalam insiden kes kanser paru-paru. Beberapa kajian telah menunjukkan
bahawa wanita mempunyai risiko tinggi pada kes kanser paru-paru akibat daripada
pendedahan asap rokok yang karsinogenik berbanding dengan kaum lelaki (Garber
et al. 2001; Bhattacharjee et al. 2001; Hecht 1999). Walaupun berhenti merokok
dapat menurunkan risiko mendapat kes kanser paru-paru, namun kadar penurunan
risiko mendapat kanser paru-paru tidak pernah mencapai nilai sifar kerana sekitar
50% daripada kes kanser paru-paru di Amerika Syarikat terjadi pada bekas perokok
(Barriger et al. 2010; Pope et al. 2011; Wistuba et al. 1999; Park et al. 1999; Mao et
al. 1997).

Tembakau mengandungi lebih daripada 20 jenis bahan kimia karsinogenik
yang dikenali khusus sebagai penyebab kanser paru-paru. Asap tembakau yang
membawa agen karsinogenik akan mengarahkan perubahan genetik pada sel dan
berkemungkinan menyebabkan kegagalan proses perbaikan DNA pada sel (Hecht
1999). Epidemiologi molekul telah menunjukkan terdapatnya perbezaan risiko
kanser paru-paru dengan aktiviti merokok berdasarkan interaksi antara agen
karsinogenik yang ada pada asap tembakau. Perbezaan risiko ini ditentukan oleh
kepelbagaian genetik yang diaktifkan untuk membuang ketoksikan agen
karsinogenik dan kecekapan sel pada proses pemantauan dan pembaikan DNA yang
dirosakkan oleh agen karsinogenik (Garber et al. 2001; Bhattacharjee et al. 2001).
Hasil kajian-kajian lepas ke atas kepelbagaian genetik menunjukkan bahawa risiko
mendapat kanser paru-paru meningkat 2.5 kali ganda bagi mereka yang mempunyai
sejarah ahli keluarga menghidap kanser paru-paru. Ini menunjukkan bahawa
kewujudan gen dominan pada kes kanser paru-paru yang boleh diwarisi (Turner et

al. 2011; Vineis et al. 2006).
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Sebuah kajian kanser paru-paru yang mengukur keupayaan pembaikan DNA
(DNA Repair Capacity, DRC) di dalam limfosit periferi menunjukkan wujud
hubung kait antara peningkatan risiko kes NSCLC dan DRC. Berikutan daripada
kajian ini, kajian-kajian terkini telah memberikan bukti yang lebih kukuh bahawa
kecacatan keupayaan pembaikan DNA di dalam sel membawa kegagalan pra-
pemeriksaan kitaran sel dan seterusnya meningkatkan risiko kanser paru-paru
(Bhattacharjee et al. 2001). Pengetahuan epidemiologi molekul amat diperlukan
untuk memahami patogenesis kanser paru-paru serta memajukan lagi teknik
diagnosis dan teknik penilaian status kanser paru-paru. Kajian intensif dan
menyeluruh pada molekul epidemiologi masih diperlukan agar percanggahan yang

timbul dalam hasil kajian dapat diselesaikan.
2.4.2 Penanda Piawaian Kanser Paru-Paru

Perubahan genetik dan molekul yang terlibat dalam proses karsinogenik kanser
epitelium, termasuk kanser paru-paru, telah diketahui berpunca daripada pelbagai
proses biologi molekul yang kompleks. Namun ia masih boleh diperbahagikan
secara sistematik dengan menggunakan penanda piawaian kanser yang dinyatakan
oleh Hanahan dan Weinberg (2000). Antara penanda piawaian yang dinyatakan
adalah seperti berikut:
1. Keupayaan membekalkan isyarat pertumbuhan sel
. Ketidakpekaan pada isyarat anti pertumbuhan
. Kemampuan untuk mengelakkan apoptosis

2

3

4. Replikasi sel yang tak terbatas

5. Kemampuan untuk melakukan angiogenesis
6

. Kemampuan melakukan proses metastasis

Histologi kanser paru-paru, SCLC dan tiga jenis kanser NSCLC yang lain
mempunyai banyak persamaan dengan prinsip yang dinyatakan oleh Hanahan dan
Weinberg (2000). Namun kanser paru-paru juga boleh dibezakan kelainannya

dengan kanser yang lain dari segi genetik dan biologi molekul.
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a. Pembekalan Isyarat Pertumbuhan: Proto-onkogen

Di dalam sel kanser terdapat banyak faktor pertumbuhan dan reseptor sel yang
berkenaan dengan pertumbuhan sel diekspreskan oleh kanser sel serta sel stroma
bersebelahan dengannya yang menghasilkan suatu rantaian gelung pertumbuhan
autokrin dan parakrin yang tidak terputus (Zochbauer et al. 2000; Ding et al. 2008;
Fong et al. 2001; Govindan et al. 2012; Liu et al. 2012; Yip et al. 2013). Beberapa
faktor dan reseptor yang dirangsang oleh proto-onkogen menjadi aktif menyumbang
kepada pelbagai mekanisme perkembangan kanser paru-paru. Protein reseptor
pertumbuhan epidermal (ERBB) merupakan sekumpulan famili reseptor
transmembran tirosin kinase yang mana apabila bersama-sama dengan ligan akan
membentuk gelung perangsang pertumbuhan di dalam kes NSCLC. Dua famili
protein reseptor ERBB yang berperanan penting dalam perkembangan kanser paru-
paru adalah reseptor faktor pertumbuhan epidermal (EGFR, ERBB1) dan HER2/neu
(ERBB2), yang diekspreskan secara sendiri di dalam sel-sel NSCLC (Prenzel et al.
2001; Yarden & Sliwkowski 2001; Shigematsu et al. 2005). Dalam mekanisme
pengikatan reseptor-ligan, reseptor ERBB akan menjadi homodimer ataupun
heterodimer dan seterusnya merangsangkan aktiviti kinase lalu mencetuskan
sejumlah isyarat transduksi intra-sel termasuk aktiviti MAP kinases. EGFR
mengawal pertumbuhan dan pembezaan sel-sel epitelium dan ia berkemungkinan
meningkatkan pengekspresannya di dalam kanser paru-paru. Selain daripada itu sel
kanser paru-paru juga mengekspreskan ligan-ligan yang berhubung kait dengan
EGFR, contohnya faktor pertumbuhan epidermal (EGF) dan faktor transformasi
pertumbuhan o (TGFa), yang berkemungkinan menghasilkan gelung pertumbuhan
autokrin di dalam sel kanser (Hsieh et al. 2000; Ji et al. 2006; Linardou et al. 2008).
Pada konteks kajian-kajian lepas, sesetengah penyelidik telah membuktikan hubung
kait pengekspresan EGFR dengan jangka bertahan hidup pesakit kanser paru-paru
(O’Byrne et al. 2001; Ohsaki et al. 2000; D’Amico et al. 2000; Cox et al. 2001;
Brabender et al. 2001). HER/neu yang merupakan salah satu ahli famili protein
ERBB mempunyai tahap pengekspresan yang meningkat dalam 30% kes NSCLC
terutamanya kes adenokarsinoma (Ohsaki et al. 2000.; D’ Amico et al. 2000; Cox et
al. 2001; Brabender et al. 2001; Baselga et al. 2000; Stephens et al. 2004).
Pengekspresan protein HER2/neu yang tinggi juga telah dikaitkan sebagai ciri
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fenotip kerintangan pada rawatan kemoterapi serta peningkatan kebarangkalian

metastasis berlaku (Engelman et al. 2007; Tomizawa et al. 2011).

Famili proto-onkogen RAS (KRAS, HRAS dan NRAS) yang mengekodkan
21kD protein membran plasma merupakan komponen utama dalam isyarat
transduksi tapak jalan biologi molekul. Ahli-ahli famili protein ini terutamanya
KRAS teraktif oleh mutasi titik pada sesetengah kes kanser paru-paru yang
seterusnya membawa kesan kehilangan kawalan isyarat pertumbuhan sel. Gen KRAS
sering kali termutasi pada kodon 12, kodon 13 dan juga pada kodon 61. Mutasi
KRAS didapati pada 15% hingga 20% kes NSCLC terutamanya pada kes
adenokarsinoma (Karnoub & Weinberg 2008; Jin et al. 2010). Mutasi KRAS adalah
berkorelasi dengan aktiviti merokok, yang selalunya menyebabkan transversi
genetik bes G ke bes T akibat daripada bertindak balas dengan bahan kimia
nitrosamines dan hidrokarbon polisiklik (Riely et al. 2008; Jin et al. 2010; Mao et al.
2010).

Proto-onkogen famili MYC mengekodkan produk-produk nuklear yang
mensasarkan isyarat transduksi RAS. Protein c-MYC merupakan famili protein yang
paling kerap dijumpai mempunyai pengekpresan yang tinggi pada kes SCLC dan
NSCLC. Manakala n-MYC dan 1-MYC secara amnya hanya diaktifkan pada kes
SCLC. Pengaktifan protein famili MYC adalah akibat daripada peningkatan
pengekspresan protein dan kehilangan kawalan transkripsi gen (Bernasconi et al.
2000). Secara puratanya 18% hingga 31% kes SCLC mempunyai salah satu protein
famili MYC teramplifikasi dengan lebih banyak berbanding dengan hanya 8%
hingga 20% kes NSCLC. Amplifikasi MYC didapati berlaku lebih kerap pada kes
pesakit yang dirawat dengan kemoterapi serta pada kes variasi sub-jenis SCLC yang
berkorelasi dengan jangka bertahan hidup pesakit. Kajian terkini telah
mencadangkan bahawa tahap amplifikasi MYC yang rendah berlaku dalam kes
NSCLC yang berkadar terus dengan jangka bertahan hidup pesakit manakala
kombinasi peningkatan pengekspresan gen MYC dengan kehilangan pengekspresan
gen CASPASE-3 akan menyebabkan penyingkatan jangka bertahan hidup (Volm dan
Koomagi 2000; Kubokura et al. 2001; Ding et al. 2008). Maka dengan ini MYC

berpotensi sebagai terapi sasaran yang boleh dibangunkan. Sebagai contohnya,
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perencatan pertumbuhan titisan sel SCLC oleh asid retinoik didapati adalah
berkaitan dengan peningkatan pengekspresan L-MYC dan penurunan pengekspresan
MYC. Tambahan pula, terapi anti-sense yang menyebabkan penurunan
pengekspresan MYC memperolehi keputusan yang sangat memberangsangkan di
dalam kajian sistem kultur sel (Raso et al. 2007; Subramanian & Govindan 2008;

Larsen & Minna 2011).

b. Ketidakpekaan Terhadap Isyarat Anti-pertumbuhan: Gen Penindasan
Tumor

Dalam pertumbuhan sel normal, gen penindasan tumor (TSG) memainkan peranan
yang penting untuk mengawal pertumbuhan sel. TSG berfungsi sebagai jaring
keselamatan sel yang kedua dimana mereka tidak hanya menghalang pertumbuhan
barah secara umumnya, tetapi mereka juga bertindak balas ke atas kerosakan DNA
dengan memperbaiki kerosakan yang wujud. Menurut hipotesis Knudson,
kehilangan fungsi TSG memerlukan alel yang baik dilemahkan. Kemungkinan
penyahaktifan alel boleh berpunca dari mutasi gen, pemetilan gen (epigenetik) atau
perubahan biologi molekul lain yang mensasarkan TSG individu. Alel lain yang
pada kebiasaannya tidak aktif pada sel normal boleh diaktifkan dalam sel kanser
akibat kehilangan genetik yang disebabkan oleh proses delesi, translokasi tidak
timbal balik atau rekombinasi genetik pada kawasan kromosom semasa proses
mitosis. Hal ini disebut sebagai "kerugian alel" atau "kehilangan heterozigositi"

(LOH) (Girard et al. 2000; Wistuba et al. 2000).

Kajian LOH sebagai penanda biologi yang menandakan penyahaktifan TSG
telah menunjukkan bahawa terdapat beberapa kawasan kromosom yang hilang di
dalam sel kanser paru-paru. Antara kawasan-kawasan kromosom yang terlibat
adalah 1q, 3p, 4p, 4q, 5q, 6p, 6q, 8P, 8q, 9p (lokus P16), 9q, 10p , 10q, 11p, 13q
(retinoblastoma, RB lokus), 14q, 17p (lokus TP53), 18q dan 22q. Sebagai
contohnya, pencarian populasi LOH pada genom kanser paru-paru yang dilakukan
oleh Girard (2000) dengan menggunakan 36 titisan sel kanser paru-paru mendapati
adanya kawasan kromosom homozigot yang dihapuskan, iaitu kawasan kromosom
2q33, 5pl13-14, 8 dan X / Y pada kanser paru-paru. Ini membuktikan bahawa

kawasan-kawasan kromosom yang terhapus merupakan tempat letaknya gen-gen
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TSG yang dikenalpasti dan belum dikenalpasti. Setakat ini 17 hingga 22 kawasan
utama pada kromosom-kromosom yang dinyatakan telah dikenalpasti hilang dalam
sel kanser paru-paru melalui analisis LOH seluruh genom (Girard et al. 2000; Jin et

al. 2010; Mogi & Kuwano 2011).

Kehilangan alel sering berlaku pada kromosom 3p di kedua-dua SCLC (>
90%) dan NSCLC (> 80%). Ini memberikan bukti kuat bahawa adanya wujud satu
atau lebih TSG pada lengan kromosom 3p. Beberapa kawasan kromosom 3p yang
mempunyai kepelbagaian genetik yang berbeza telah dikenalpasti dengan kaedah
penjenisan alel densiti tinggi. Kawasan-kawasan kromosom tersebut adalah
kromosom 3p25-26, 3p24, 3p21.3-22, 3p14.2 (gen FHIT) dan 3pl12 (gen U2020).
Perbezaan kepelbagaian genetik pada kawasan kromosom ini menunjukkan bahawa
terdapatnya gen-gen TSG yang berbeza terletak pada kromosom 3p (Larsen &
Minna 2011; Ding et al. 2008). Kawasan kromosom 3p21.3 telah diteliti secara
terperinci untuk mengenalpasti gen-gen TSG yang novel. Beberapa calon TSG yang
novel telah dikenalpasti dan salah satunya adalah gen FHIT yang terletak pada
kawasan kromosom 3p14.2 yang meliputi sekitar 1M bes nukleotida DNA (Raso et
al. 2007; Ding et al. 2008). FHIT adalah gen TSG untuk kanser paru-paru yang
sering kehilangan alel pada kanser paru-paru (100% kehilangan alel pada SCLC dan
88% kehilangan alel pada NSCLC). Walaupun hampir semua sel kanser paru-paru
mempunyai transkripsi gen FHIT yang rendah, namun hanya 40% hingga 80%
transkripsi mRNA FHIT yang tidak normal (Raso et al. 2007). Sel kanser paru-paru
sering mengekspresikan transkrip mRNA FHIT yang tidak normal. Metilasi pada
kawasan promotor gen FHIT sering berlaku dan ia terjadi pada 64% daripada sel
NSCLC dan 37% daripada SCLC. Namun pada kajian imunohistokimia,
pengekspresan FHIT dalam kanser paru-paru adalah sangat rendah. Kajian-kajian
lepas ke atas mencit telah menunjukkan bahawa tumorigenesis xenograf sel kanser
paru-paru dapat dikawal dengan merangsang pengekspresan gen FHIT (Ji et al.

1999; Lerman et al. 2000; Raso et al. 2007).

Pada kawasan kromosom 3p21 terdapat gen SEMA3B, FUS1, RASSF1A dan
DUTT1/ROBO1 yang juga dianggapkan sebagai TSG mempunyai jujukan
nukleotida 50 kb (Lerman et al. 2000; Kondo et al. 2001; Raso et al. 2007). Kajian
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in vitro dan in vivo menunjukkan aktiviti penindasan tumor untuk gen-gen yang
disebutkan (Kondo et al. 2001). Kehilangan alel dan metilasi pada kawasan
promoter adalah mekanisme penting untuk penyahaktifan gen SEMA3B dalam
NSCLC. Satu kajian terkini menunjukkan bahawa mekanisme protein
myristoylation, diperlukan untuk mengaktifkan fungsi gen FUS1 untuk merencat
perkembangan tumor pada kanser paru-paru serta mengubahsuai aktiviti translasi
gen-gen TSG yang lain (Tomizawa et al. 2001; Xian et al. 2001). Modifikasi protein
N-myristoylation adalah proses dimana karbon kumpulan-14 myristoyl ditambahkan
secara kovalen ke terminal residu glisin NH2 pada polipeptida baru. Pada kawasan
kromosom 3p21, gen RASSF1A, gen yang isoform dengan gen RASSF1 merupakan
gen yang telah dikenalpasti apabila kehilangan alel gen tersebut akan menyebabkan
pengulangan kanser paru-paru (Dammann et al. 2001; Burbee et al. 2001). Metilasi
pada kawasan promoter ini didapati berlaku pada 60% kes NSCLC dan 90% kes
SCLC. Penyelidik telah menunjukkan bahawa penyahmetilasi sel kanser paru-paru
dengan mengembalikan deoxycytidine 5-aza-2 dapat menghalang pertumbuhan sel
kanser paru-paru (Dammann et al. 2001). Kajian lepas juga menunjukkan bahawa
pengaktifan gen RASSF1A boleh menurunkan pengekspresan gen cyclin D1 pada
peringkat post-transkripsi serta menghalang sintesis DNA (Lerman et al. 2000;
Dammann et al. 2001; Burbee et al. 2001).

Seperti kanser yang lain TSG yang terkenal pada kanser paru-paru adalah
TP53 (17p13), RB (13q12), P16 (9p21) dan PTEN (10g22) dimana ia ditemui pada
kawasan kromosom kanser paru-paru yang ditandai dengan alel resesif (Larsen &
Minna 2011). Kehilangan fungsi p53 membolehkan sel yang mengalami kerosakan
genetik terus bercambah dan seterusnya kandungan genetik mengalami evolusi serta
diwarisi ke progeni sel yang seterusnya. Mutan protein p53 yang terkumpul ke tahap
yang tinggi akibat daripada translasi mutasi transversi TP53 akan memanjangkan
jangka hayat setengah protein, ini adalah mudah dikesan dengan menggunakan
kaedah imunohistokimia (Mitsudomi et al. 2000; Larsen & Minna 2011; Ding et al.
2008). Beberapa kajian telah menunjukkan pengekspresan protein p53 yang tidak
normal yang dikesan oleh imunohistokimia pada kanser paru-paru dalam lingkungan
40% hingga 70%. Kelainan pengekspresan protein p53 memainkan peranan penting

dalam patogenesis kanser paru-paru (Mitsudomi et al. 2000). Urutan susunan
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kandungan genetik pada kromosom 17p13 sekitar kawasan lokus TP53, sering kali
didapati kehilangan heterozigositi pada SCLC (90%) dan NSCLC (65%), dan
inaktivasi mutasi alel terjadi pada 50% hingga 70% kes neoplasma. Mutasi TP53
pada tumor paru-paru adalah banyak berkaitan dengan aktiviti merokok dan
sebahagian besar transversi bes nukleotida G ke T dirangsangkan oleh karsinogen
asap rokok, terutama pada perokok wanita (Mogi & Kuwano 2011). Manakala
hubungan antara pengekspresan gen TP53 dan patogenesis adenokarsinoma serta
karsinoma sel skuamosa adalah tidak berkaitan (Mitsudomi et al. 2000; Jin et al.

2010).

Selain itu, terdapat juga mutasi lain yang berlaku pada kanser paru-paru
seperti mutasi pada pusat kawalan kitaran sel cyclin D1-P16-CDK4-RB, iaitu pusat
kawalan yang mengawal peralihan fasa kitaran sel G1 ke S (Sriram et al. 2011).
Dalam kes SCLC pusat kawalan kitaran sel paling kerap terganggu adalah
penyahaktifan gen RB, sementara mutasi cyclin D1 (CCND1), CDK4, dan P16
jarang berlaku pada kes SCLC tetapi ia adalah kerap berlaku pada NSCLC
(terutamanya mutasi P16) (Ohtsuka et al. 2007; Mok et al. 2009). Protein P16
diekspreskan dalam 30% hingga 50% kes NSCLC pada peringkat awal (Ohtsuka et
al. 2007; Sriram et al. 2011). Mutasi pada gen P16 menyebabkan protein P16 tidak
berupaya menghalang aktiviti kinase CDK4 dan CDK6 dan seterusnya
menyebabkan homozigot berlaku dan kitaran sel terus teraktif tanpa sebarang
kawalan (Trimarchi et al. 2002; Zochbauer et al. 2001; Sriram et al. 2011; Imielinski
2012).

Gen PTEN telah dikenalpasti dan dicamkan lokasinya pada kawasan
kromosom 10g23.3 (Forgacs et al. 1998). Analisis alel telah menunjukkan bahawa
perubahan pada penanda mikrosatelit yang berhampiran dengan gen PTEN adalah
berkaitan dengan kadar insiden kehilangan heterozigositi (LOH) kanser paru-paru
dengan 91% LOH berlaku pada kes SCLC dan 41% berlaku pada kes NSCLC.
Namun mutasi PTEN dikesan hanya 11% pada kes kanser paru-paru termasuk tumor
SCLC dan NSCLC (Soria et al. 2002; Belinsky 2004). Walaupun perubahan genetik
pada gen PTEN jarang berlaku pada kes NSCLC, kehilangan pengekspresan protein
PTEN tidaklah merupakan peristiwa yang kerap ditemui pada peringkat awal
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NSCLC (berlaku pada 24% kes NSCLC). Kekurangan pengekspresan gen PTEN
mungkin boleh dijelaskan oleh aktiviti metilasi yang berlaku pada promoter yang
berlaku dalam 35% kes NSCLC (Soria et al. 2002; Belinsky 2004; Esteller et al.
2001; Herman 2004).

Kajian-kajian lepas telah jelas menunjukkan bahawa proses metilasi
merupakan punca sebab penting kehilangan fungsi TSG. Proses metilasi yang
berlaku pada kawasan kepulauan CPG biasanya terletak pada kawasan promoter gen
TSG dimana penyahaktifan transkripsi gen TSG berlaku pada kanser manusia
(Toyooka et al. 2003; Herman 2004). Jumlah gen yang menunjukkan kejadian
metilasi gen secara tidak normal pada kanser paru-paru semakin meningkat. Semua
penemuan baru ini menunjukkan bahawa metilasi gen yang berlainan sering didapati
pada kanser paru-paru dan ia berkemungkinan boleh diaplikasi untuk penilaian
risiko mendapat kanser paru-paru, diagnosis kanser paru-paru dan membangunkan
pendekatan terapi baru bagi kanser paru-paru. Mekanisme yang mendasari proses
metilasi gen harus dikenalpasti dengan lebih lanjut kerana ia merupakan faktor
utama yang menentukan kejayaan terapi ke atas kanser paru-paru (Zochbauer et al.

2001; Berlinsky et al. 2004; Herman 2004; Sriram et al. 2011).

¢. Kemampuan Untuk Menghindari Apoptosis

Sel tumor sering tidak sensitif pada reaksi fisiologi sel yang normal (kematian sel
atau apoptosis) ketika berlakunya kerosakan DNA pada sel. Gen utama yang
memainkan peranan dalam kematian sel adalah gen TP53 dan protoonkogen BCL2.
Protein BCL2 melindungi sel daripada apoptosis dan ia adalah dikawal oleh gen
TP53. Kajian imunohistokimia telah menunjukkan bahawa peningkatan
pengekspresan protein BCL2 sering didapati pada kes SCLC (75% hingga 95%)
manakala pada NSCLC pengekspresan BCL2 adalah lebih tinggi pada karsinoma sel
skuamosa berbanding adenokarsinoma. Sungguhpun pengekspresan BCL2 dikaitkan
dengan patogenesis kanser paru-paru, namun terdapat beberapa kajian menunjukkan
keputusan yang bercanggah, di mana pada pesakit yang menunjukkan
pengekspresan BCL2 yang tinggi mempunyai jangka hayat yang lebih panjang
berbanding dengan pesakit yang tidak mengekspreskan BCL2 (Wistuba et al. 2001;
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Marquez & Xu 2012). BAX adalah protein yang berhubung kait dengan protein
BCL2 dimana ia berfungsi untuk merangsang apoptosis dan mensasar transkripsi
gen TP53. Pengekspresan BAX dan BCL2 agak terbalik pada kanser paru-paru
neuroendokrin dimana pengekspresan BCL2 adalah tinggi dan pengekspresan BAX
adalah rendah pada kebanyakan SCLC yang pada kebiasaanya protein p53 kurang
diekspreskan (Bandala et al. 2001; Ettinger et al. 2010; Marquez & Xu 2012).

d. Potensi Tak Terbatas Replikatif

Pada hujung kromosom manusia, telomer mengandungi jujukan hexamer berulang
TTAGGG. Semasa pembahagian sel yang normal, tidak berlakunya pemendekan
telomer maka kematian sel tidak berlaku ( Albanell et al. 1997; Arinaga et al. 2000;
Perkins 2012). Majoriti kes SCLC, sekitar 80%, dan kes NSCLC menunjukkan
aktiviti telomerase yang tinggi. Mekanisme pengawalan aktiviti telomer dan RNA
telomerase pada sel kanser masih tidak diketahui dengan lengkap (Xinarianos et al.

2000; Hara et al. 2001; White et al. 2001; Boopathy & Kathiresan 2010).

e. Kemampuan Untuk Mempertahankan Angiogenesis

Angiogenesis adalah penting dalam perkembangan neoplasma, pertumbuhan tumor
serta penyebaran sel tumor atau metastasis. Secara umumnya, tumor tidak dapat
tumbuh melampaui 2mm diameter tanpa meningkatkan rangkaian saluran darah.
Dalam mekanisme angiogenesis, terdapat sejumlah faktor yang menentukan proses
ini termasuk faktor perangsang dan faktor penghalang yang menentukan proliferasi
dan penghijrahan sel pada kanser paru-paru (Pastorino et al. 1997; Offersen et al.
2001; Boopathy & Kathiresan 2010; Perkins 2012). Proses angiogenesis
mempengaruhi proses pembentukan saluran darah yang membekalkan nutrien bagi
membolehkan pertumbuhan tumor serta menyediakan jaluran bagi penghijrahan sel
tumor secara sistemik. Faktor pertumbuhan endothelial vaskular (VEGF) adalah
mitogen yang paling penting mempengaruhi proliferasi sel endotelium. Ia juga
bertindak sebagai faktor kemandirian sel endotelium dan prekursor mobilisasi sel
endotelium melalui saluran darah (Yuan et al. 2001; O’Byrne et al. 2000). Ada
beberapa isoform VEGFR termasuk VEGF121, VEGFR165, VEGF198 dan
VEGFR206. Antara isoform tersebut, isoform VEGF189 didapati mempunyai
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hubungan yang paling kuat dengan angiogenesis tumor. Dalam NSCLC, majoriti
kajian menyokong hubungan antara pengekspresan VEGF dengan kepadatan salur
darah mikro (MVD) dan ketidakjelasan prognosis (Pao & Girard 2011; Dutt et al.
2011). Pada peringkat awal NSCLC, MVD didapati adalah lebih padat pada paru-
paru normal, distal tumor dan kawasan dalaman tumor. Selain itu, ditunjukkan
bahawa jumlah salur darah mikro boleh dijadikan sebagai alat ramalan signifikan
jangka bertahan hidup pesakit NSCLC (Niklinska et al. 2001; Tamura et al. 2001;
Turner & Grose 2010).

2.5 KERINTANGAN PLATINUM

Platinum mempunyai aktiviti antitumor yang luas, tetapi ketoksikannya hanya pada
sesetengah sel dan tisu sahaja iaitu sel enterokromafin gastrousus, tubul buah
pinggang, sel rambut koklea, akar ganglia dorsal dan megakaryosit (Kuo et al.
2007), yang mana ia berkemungkinan adalah disebabkan oleh pengaruh epigenetik
pada ketoksikannya. Sel-sel normal mempunyai beberapa mekanisme perlindungan
daripada persekitaran merbahaya yang juga boleh menyumbang kepada kerintangan
pada kemoterapi kanser (Soti & Csermely 2006; Rabik & Dolan Prestera 2007; van
der Straaten et al. 2011).

Bagi kanser kolon dan buah pinggang, rintangan intrinsik menghadkan
keberkesanan rawatan platinum. Bagi kes-kes kanser yang lain, sesetengah pesakit
yang pada mulanya memberikan reaksi tindak balas pada rawatan platinum,
kerintangan berlaku apabila rawatan diteruskan. Walaupun kerintangan pada
rawatan platinum banyak dikaitkan dengan mutasi gen (Rosell et al. 2002), namun
melalui pelbagai pemerhatian klinikal (Stewart et al. 2004) dan penyiasatan makmal
(Kartalou & Essigmann 2001) serta pemerhatian perangsangan kerintangan terhadap
platinum dengan menggunakan ubat perangsang secara in vitro (Furuta et al. 2002;
Di Nicolantonio 2005; Akita et al. 2006) telah menyimpulkan bahawa perubahan
epigenetik berkemungkinan besar menjadi faktor penyumbang yang penting pada

mekanisme kerintangan platinum (Rosell et al. 2003).
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Cisplatin telah digunakan sebagai ubat utama untuk merawat peringkat lewat
NSCLC dengan dipimpini beberapa ubat kemoterapi yang lain. Walau
bagaimanapun, hasil terapeutik adalah berbeza antara pesakit, namun kebanyakkan
pesakit membawa sifat kerintangan pada rawatan Cisplatin di peringkat akhir
rawatan kemoterapi. Sungguhpun usaha-usaha telah dilakukan untuk meningkatkan
keberkesanan kemoterapi, namun kadar kelangsungan hidup selama 5 tahun untuk
pesakit NSCLC bagi semua peringkat kanser adalah sangat rendah, iaitu dalam
lingkungan 17% daripada kes keseluruhan (Maimon et al. 2014; Yin et al. 2012).

Kerintangan boleh dikelaskan sebagai kerintangan aktif apabila terdapat
faktor kerintangan yang berlebihan, dimana wujudnya pembentukan bahu pada
keluk dos respons (DRC) jika dibandingkan dengan graf ketepuan pasif. Manakala
kerintangan pasif adalah akibat daripada kekurangan faktor yang menyebabkan
penurunan kecerunan keluk DRC yang disebabkan oleh perubahan faktor lalu
memberikan penurunan cerun DRC pada graf jika dibandingkan dengan graf
ketepuan pasif (Rosell et al. 2004). Contoh faktor-faktor kerintangan aktif adalah
termasuk pam pengeluaran, sistem pembaikan DNA, faktor anti-apoptotik dan
sebagainya. Contoh faktor-faktor yang mempengaruhi kerintangan pasif adalah
seperti faktor sistem pengaktifan pengambilan ubat, penghalang sasaran terapi
seperti penghalang topoisomerase II untuk enzim topoisomerase II, faktor
proapoptotik atau faktor yang merupakan sebahagian daripada kaskade apoptotik
atau sel-sel yang berada dalam fasa sensitif pada kitaran sel (Rosell et al. 2004;
Furuta et al. 2002; Akita et al. 2006). DRC bagi kanser paru-paru bukan sel kecil
(NSCLC) bagi kombinasi rawatan cisplatin mencapai nilai sifar pada dos yang lebih
tinggi. Ini menunjukkan keberkesanan rawatan adalah dihadkan oleh rintangan
kemampatan pasif yang melibatkan faktor-faktor tertentu yang telah dinyahaktifkan
(Stewart et al. 2007).

2.5.1 Mekanisme Kerintangan Cisplatin

Kerintangan pada cisplatin telah dikaji secara mendalam. Walau bagaimanapun,

dalam mengkaji semula mekanisme kerintangan terhadap agen platinum,

keseluruhan data yang ada mencadangkan bahawa mekanisme kerintangannya
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adalah hampir sama dengan mekanisme kerintangan cisplatin (Kuo et al. 2007;

Rabik et al. 2007).

a. Aliran Darah Dan Pengangkutan Ubat

Pengangkutan kemoterapi adalah berbeza dengan pengangkutan oksigen di dalam
sistem aliran darah. Hipoksia akan mengurangkan keberkesanan kebanyakan ubat,
tetapi mempunyai kesan yang sedikit pada kesan rawatan cisplatin (Yin et al. 2012).
Dari segi mekanisme pengangkutan ubat, kepekatan ubat pada tisu mematuhi prinsip
model aliran terhad (berubah mengikut aliran darah) atau pun model keterhadan
membran (tidak berkadaran aliran) (Furata 2002; Kuo et al. 2007; Stewart et al.
2007). Cisplatin merupakan ubat yang bertentangan dengan model aliran terhad.
Kepekatan cisplatin pada tisu kanser adalah setinggi pada tisu nekrotik dan
kepekatan cisplatin di dalam tisu pembedahan adalah tidak berkorelasi dengan
model pengaliran darah ke organ. Kepekatan cisplatin pada kanser manusia adalah
berbeza-beza mengikut denyutan nadi dan tekanan darah manusia, tapak metastasis

dan jenis kanser (Cobo et al. 2007; Chen et al. 2012).

Oleh kerana pengawalan automatik sistem pengaliran darah di dalam tubuh
pesakit kanser telah kehilangan kawalan, kadar penurunan dan kenaikan tekanan
darah mempunyai impak yang lebih besar pada aliran darah ke tisu kanser
berbanding dengan tisu normal, dan ubat-ubat yang mengubah tekanan darah akan
mengubah aliran darah ke tisu kanser yang secara tidak terus akan menggangu
penghantaran ubat (Wei et al. 2011; Stewart 2012; Yu et al. 2012). Penurunan
pembentukkan sel darah merah, kepekatan fibrinogen yang tinggi, dan faktor-faktor
lain boleh mengurangkan pengaliran darah ke kanser dengan meningkatan kelikatan
darah, manakala ubat-ubat yang mengurangkan kelikatan darah (contohnya
pentoxifylline, mannitol atau agen fibrinolisis) berkemungkinan meningkatkan
aliran darah kanser dan meningkatkan pengangkutan ubat (Kartalou & Essigmann
2001; von Tempeholf et al. 2003; Wu et al. 2008; Wei et al. 2012; Stewart 2012).
Walaupun kedua-dua aliran darah dan ubat disebarkan melalui pembuluh darah
interstitium ke sel kanser boleh dihalang dengan tekanan di dalam tisu kanser yang

luar biasa tinggi, namun tekanan bendalir celahan yang lebih tinggi adalah
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berhubung kait dengan peningkatan keberkesanan rawatan cisplatin dan
memanjangkan jangka hayat pesakit (Yuan et al. 2001; Wachters et al. 2005; Nathan
et al. 2005). Secara keseluruhan, sehingga kini masih tidak diketahui setakat mana

tekanan tisu dan aliran darah di kanser menjejaskan aktiviti cisplatin secara klinikal.

b. Persekitaran Luar Sel

Rangsangan cisplatin terhadap mekanisme apoptosis dikurangkan dengan kehadiran
protein fibronektin matriks ekstrasel, jenis kolagen IV dan laminin yang mengikat
sel-sel kanser. Gamma-glutamyltransferase (GGT) di luar sel boleh menceraikan
glutathion untuk menghasilkan kumpulan thiol yang mengikat dan menyahaktifkan
cisplatin dan lain-lain ubat elektrofilik (Berube et al. 2005; Pompella et al. 2006).
Kesan daripada faktor-faktor yang disebutkan di atas pada rawatan klinikal masih

tidak diketahui.

Tidak seperti pH pada intra-selular (yang neutral kepada alkali), pH extra-
sellular kanser adalah sering kali bersifat asidik (Raghunand & Gillies 2000;
Prescott et al. 2000). Suatu ujian ke atas penurunan pH ekstrasel dengan nilai pH
kurang daripada nilai pH intrasel yang normal mendapati bahawa terdapatnya
peningkatan yang ketara proses pengambilan asid lemah dan pengambilan cisplatin
ke dalam sel (Raghunand & Gillies 2000; Laurencot & Kennedy 1995). Dengan itu,
adalah dipercayai bahawa tabiat pemakanan berpotensi memberi kesan kepada
rawatan cisplatin, kerana pH ekstrasel kanser adalah ditingkatkan oleh bikarbonat
dan diturunkan oleh pengunaan glukosa di dalam sel (Kozin et al. 2001; Sweeney et

al 2003; Lu et al. 20006).

Agen lain juga berpotensi meningkatkan rawatan cisplatin. Sebagai contoh,
mannitol dan NaCl kedua-duanya digunakan untuk mengurangkan nefrotoksisiti
cisplatin, dengan mengurangkan pengambilan cisplatin dan mengurangkan in-vitro
sito-toksisiti, seperti juga KCI, CaCl2 dan CuCl2 yang boleh digunakan untuk
meningkatkan pengumpulan cisplatin dan sito-toksisiti pada sel (Samimi et al. 2003;

Wachters et al. 2005).
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Pengikatan ubat pada protein di dalam plasma atau interstitium juga boleh
menyumbang kepada kerintangan pada cisplatin. Protein-terikat cisplatin adalah
kurang sitotoksik berbanding dengan cisplatin bebas, dan ia akan mengurangkan
pengambilan cisplatin ke dalam sel dan tisu (Sweeney et al 2003; Lu et al. 2006).
Cisplatin membentuk ikatan tidak berbalik dengan protein plasma, serta mempunyai
jangka separuh hayat kira-kira 2 jam (Samimi et al. 2003; Wachters et al. 2005;
Berube et al. 2005).

c¢. Pengambilan Ubat

Kebanyakkan titisan sel yang rintang cisplatin berupaya mengurangkan
pengumpulan cisplatin (Siddik 2003; Safaei et al. 2004; Samimi et al. 2004).
Pengambilan cisplatin ke dalam sel adalah tidak tertepu dengan peningkatan dos
cisplatin (tidak berkadar terus dengan dos cisplatin), tetapi ia berubah apabila
terdapat perubahan pada penghalang metabolik yang memberi kesan kepada sistem
efluks sel (Mandic et al. 2005; Manda et al. 2009). Beberapa kajian mendapati
bahawa sifat pengaliran kandungan pada membran sel (yang berpotensi mengubah
sama ada resapan pasif ubat-ubatan atau aktiviti sistem pengangkutan pada membran
sel) tidak ada kaitan dengan kadar pengambilan cisplatin ke dalam sel, namun kajian
lain mencadangkan bahawa kerintangan cisplatin pada titisan sel adalah berkaitan
dengan ketegaran dan ketegangan membran sel  yang mana kandungan
sphingomielin dan kolestrol yang tinggi akan menjadi penghalang pengambilan
cisplatin, dan telah dibuktikan bahawa pengubahan kandungan laluan sphingolipid
dan pengurangan kolestrerol berupaya meningkatkan keberkesanan rawatan cisplatin
dan meningkatkan keberkesanan rawatan cisplatin (Wahl et al. 2002; Trenz et al.

2003; Min et al. 2004; Stewart et al. 2004; Upadhyay et al. 2006).

Protein CTRI, protein pengangkut kuprum menyumbang kepada
pengambilan cisplatin ke dalam sel dan sel yang kekurangan protein CTR1 adalah
rintang terhadap cisplatin (Safaei & Howell 2005; Ishida et al. 2002). Pengangkut
kuprum pada membran sel akan mengalami internalisasi sitoplasmik dengan pantas

selepas terdedah pada cisplatin, dan seterusnya mengurangkan pengekspresan
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transporter pada permukaan sel yang akan mengurangkan pengambilan cisplatin

(Safaei et al. 2004; Lin et al. 2002; Holzer et al. 2004).

d. Pengeluar Ubat

Kerintangan juga boleh dikaitkan dengan peningkatan pengeluaran cisplatin dari sel
atau dari nukleus ke dalam sitoplasma (Trenz et al. 2003; Wang et al. 2004).
Pengangkut tembaga jenis-P adenosina trifosfat, ATP7A dan ATP7B telah dikaitkan
dengan pengeluaran cisplatin dari sel dan kerintangan sel pada cisplatin (Nakayama
et al. 2001; Katano et al. 2003; Higashimoto et al. 2003; Miyashita et al. 2003;
Samimi et al. 2004). Kuprum bersaing dengan cisplatin untuk diangkut masuk ke
dalam sel, tetapi ia juga mengurangkan pengeluaran cisplatin atau kuprum daripada
sel dan meningkatkan jumlah pengumpulan cisplatin atau kuprum pada sel (Stewart
et al. 2007). Peningkatan pengekspresan ATP7B dikaitkan dengan kekurangan kesan
rawatan cisplatin pada pesakit kanser esofagus dan kanser sel skuamus kepala dan
leher (SCCHN). Ada kemungkinan pengurangan pengekspresan gen ATP7B
berpotensi menyumbang kepada pengurangan rintangan cisplatin dalam kes klinikal

(Higashimoto et al. 2003; Miyashita et al. 2003).

Motor pam sel lain yang juga memainkan peranan dalam rintangan cisplatin
(pengurangan atau peningkatan pengeluaran cisplatin) adalah termasuk MRP2
(protein  multi-rintang 2), cMOAT (pengangkut anion organik multi-spesifik
kanalikular), pam glutation-konjugat-X, MRP1 (protein multi-rintang 1), p-
glikoprotein, dan protein-protein utama paru-paru yang berkaitan dengan rintangan
cisplatin (MVP/Irp) (Berger et al. 2000; Kobayashi et al. 2004; Nakamura et al.
2005; Materna et al. 2005; Yeh et al. 2005; Peklak-Scott et al. 2008; Hildebrandt et
al. 2009). Pada sel kanser ovari, penurunan pengekspresan gen LRP menukar
kerintangan cisplatin pada sel dengan meningkatkan pengumpulan cisplatin dalam
sitoplasma dan nukleus, dan menurun pengeluaran cisplatin dari nukleus (Wang et

al. 2004).
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e. Detoksifikasi Ubat

Peningkatan glutathion (GSH) boleh menyebabkan kerintangan cispatin dengan
mengikat atau menyahaktifkan cisplatin, meningkatkan proses pembaikan DNA dan
mengurangkan tekanan oksidatif pada sel yang disebabkan oleh cisplatin (Fokkema
et al. 2002; Bose et al. 2005; Moyer et al. 2010; Sun et al. 2010). Glutation-S-
transferase (GST) terutamanya GST-pi boleh menambahkan kerintangan apabila
pemangkin katalik mengikat pada ikatan GSH-dadah (Cabelguenne et al. 2001;
Medeiros et al. 2003; Cullen et al. 2003; Byun et al. 2005; Peklak-Scott et al. 2008;
Moyer et al. 2010; Sun et al. 2010).

Metallothionein (protein bergandungan sulfur yang terlibat dalam
homeostasis zink) telah dikaitkan dengan kerintangan cisplatin dalam beberapa
kajian lepas dimana kajian klinikal menunjukkan pengikatan metallothionein dan
cisplatin berkait rapat dengan rintangan cisplatin pada kes karsinoma hepatoselular
dan NSCLC (Surowiak et al. 2005; Endo et al. 2004; Huang et al. 2004; Moyer et al.
2010; Sun et al. 2010). Manakala satu kajian in vitro telah menunjukkan
peningkatan ion zink yang akan meningkatkan pengekspresan metallothionein dan
seterusnya mengurangkan keberkesanan rawatan cisplatin ke atas sel (Smith et al.

2006).

f. Pengikatan Ubat

D1 dalam sel, ikatan cisplatin klorida digantikan oleh hidroksi neutral atau kumpulan
aqua hidroksi reaktif yang bercas positif (Song et al. 2004). Kumpulan ikatan aqua
cisplatin-klorida kebanyakannya adalah pengikat DNA (Davies et al. 2000). Intra-
bebenang dan inter-bebenang DNA bersilang hubung bertanggungjawab untuk
membunuh sel (Lin et al. 2002). Tahap pemendekan DNA dalam limfosit berkaitan
dengan pengekspresan gen pada tumor dan keberkesanan rawatan cisplatin (Ishida et
al. 2002; Song et al. 2004; Hall et al. 2008; Huang et al. 2014). Pengikatan cisplatin-
DNA didapati berlaku dengan kerap terutamanya dalam lokus kromatin nukleus
yang berkepadatan tinggi dan di dalam mitokondria dengan tahap pengikatan yang
tertinggi adalah di dalam sel yang aktif membahagi. Sitotoksisiti ikatan cisplatin-
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DNA adalah tertinggi apabila terdedah dengan sel yang berada pada fasa G1 dan
terendah semasa sel pada fasa G2 / M (Meijera et al. 2001).

Penurunan pembentukan ikatan DNA dan rintangan cisplatin mungkin
berlaku walaupun kepekatan sel adalah tinggi. Cisplatin paling berkesan pada pH
yang rendah sama ada pada kedudukan intrasel atau pun ekstrasel (Song et al. 2004).
Nilai pH yang meningkat secara ketara di dalam sel menyebabkan rintangan
cisplatin berlaku dimana pembentukan ikatan cisplatin dan DNA dalam sel akan
dikurangkan (Murakami et al. 2001). Pengikatan DNA-cisplatin meningkat secara
ketara dalam keadaan asidik. Di dalam konteks kitaran sel, nilai pH intrasel adalah
terendah semasa fasa G1 dan adalah tertinggi semasa fasa G2 / M, maka selaras
dengan fasa kitaran sel fasa tertentu akan mempunyai ikatan DNA-cisplatin yang
tinggi dan secara relatif meningkatkan sitotoksik sel (Abbosh et al. 2006; Murakami
etal. 2001).

Penentu utama pH intrasel adalah ion H' yang berkaitan dengan
pengangkutan mono-karboksilat di dalam sel melanoma berbanding dengan penukar
ion Na" / H" di dalam tisu normal. Ini mencadangkan bahawa perencat pengangkut
mono-karboksilat berkemungkinan mensensitifkan rawatan terapi kimia pada barah
(Wah et al. 2002). Dalam sistem lain, ion laktat atau ion H" simporter merupakan
penukar yang paling aktif dalam mengawal selia pH sel barah di dalam keadaan
aerobik manakala dalam keadaan hipoksia, kepekatan laktat adalah dikurangkan.
Satu faktor utama dalam mengekalkan pH sitosolik yang normal walaupun
persekitaran ekstrasel adalah berasidik adalah dengan meningkatkan pemencilan
proton ke dalam vesikel sel yang berasidik. Nilai pH sel barah boleh juga berkaitan
dengan kandungan nukleosida trifosfat atau nisbah fosfat tak organik di dalam sel

(Webb et al. 1999; Lin et al. 2002).

Glikolisis anaerobik dan lain-lain proses biologi memandu penghasilan asid
dalam tumor. Merendahkan pH ekstrasel akan meningkatkan pengambilan cisplatin
dan serta merendahkan pH intrasel secara ketara (Song et al. 2004). Di dalam kajian
in vivo, pengawalan kandungan glukosa intravena akan merendahkan pH ekstrasel

tumor, manakala pengambilan bikarbonat melalui minuman akan meningkatkan nilai
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pH (Kozin et al. 2001; Safaei & Howell 2005; Holzer et al. 2006). Walaupun nilai
pH yang rendah meningkatkan pengambilan cisplatin, meningkatkan pengikatan
cisplatin-DNA dan mengurangkan pengeluaran cisplatin ke luar sel, namun
penggunaan glukosa dan penghasilan laktat yang meningkat secara sendiri sentiasa
berlaku di dalam titisan sel yang rintang terhadap terapi kimia (Larson et al. 2010;
Kalayda et al. 2012). Tambahan pula, pengekspresan HIF-1 pada tumor mengawal
isoenzim lactate dehydrogenase (LDH)-5 (isoenzim LDH adalah enzim paling
penting dalam glikolisis anaerobik dan penukaran piruvat-laktat) memberikan
prognosis buruk, manakala isoenzim LDH yang paling berkesan dalam penukaran
laktat ke piruvat di bawah keadaan aerobik adalah dikaitkan dengan peningkatan
sensitiviti cisplatin di dalam sel kanser (Koukourakis et al. 2003; Zisowsky et al.
2007; Larson et al. 2009). Secara ringkasnya, terdapat bukti-bukti teguh pada pra-
klinikal yang menunjukkan bahawa pengurangan nilai pH ekstrasel dan intrasel
adalah dikaitkan dengan pengambilan cisplatin dan meningkatkan sitotoksik, namun
kepentingannya pada klinikal belum lagi dinilai dengan secukupnya, dan
pengekspresan gen LDH yang tinggi (dijangkakan berkaitan dengan pengurangan
nilai pH pada tumor) sering dikaitkan dengan hasil rawatan yang tidak berkesan

apabila pesakit dirawat dengan dengan cisplatin.

g. Pembaikan DNA

Cisplatin adalah berkesan ke atas karsinoma testis, yang mempunyai kapasiti rendah
untuk membaiki kerosakan DNA yang disebabkan oleh cisplatin. Cisplatin paling
cekap dikeluarkan adalah pada kawasan transkripsi DNA dan kecekapan pembaikan
gen spesifik yang tersilang hubung adalah dikaitkan dengan rintangan pada cisplatin
(Lord et al. 2002; Takenaka et al. 2007; Wang et al. 2008). Kerosakan yang
disebabkan oleh cisplatin dibaiki oleh sistem pembaikan pemotongan nukleotida
(NER) yang terdiri daripada ERCC1 dan ERCCI1/XPF serta gen-gen yang berkaitan
seperti XPA dan BRCA1l (Cobo et al 2007; Wang et al. 2008). Peningkatan
pengekspresan gen ERCC1 adalah dikaitkan dengan pengurangan keberkesanan
terapi cisplatin dalam kedua-dua kanser oral (OC) dan NSCLC dan tindak balas atau
kepanjangan jangka hayat berubah mengikut polimorfisme genotip ERCCI1 (Yu et
al. 2000; Rosell et al. 2003; Kang et al. 2006; Olaussen et al. 2006).
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Polimorfisme XPD (gen yang terlibat dalam transkripsi NER di dalam tapak
jalan pembaikan DNA), yang memberikan kapasiti pembaikan DNA, apabila
terhilang adalah dikaitkan dengan peningkatan sensitiviti terapi cisplatin (Rosell et
al. 2004). Dalam kes OC, rintangan pada cisplatin dikaitkan dengan peningkatan
pengeskpresan XPA dan Anemia Fanconi atau tapak jalan biologi BRCA (D’Andrea
2003; Olopade & Wei 2003). Mutasi pada BRCA1 menambahkan lagi sensitiviti
limfosit kepada cisplatin, dan dalam kes NSCLC pesakit yang dirawat dengan
kombinasi cisplatin dan gemcitabine, tahap mRNA BRCA1 yang rendah pada tumor
memberikan kepanjangan jangka hayat yang lebih pada pesakit (Trenz et al. 2003).

Topoisomerase-1I juga boleh meningkatkan pembaikan semula kerosakan
DNA yang disebabkan oleh cisplatin (Albertella et al. 2005; Xu et al. 2005; Booton
et al. 2007). Rintangan cisplatin juga telah dikaitkan dengan peningkatan
pengekspresan protein pengesan kerosakan DNA, HMGI1 (yang bertindak mengesan
kerosakan dan melindungi ikatan DNA dengan proses pembaikan DNA) dan
Protein-2 pengikat DNA rosak (DDB2) (yang terlibat dalam pembaikan kerosakan
DNA yang disebabkan oleh sinaran UV) (Nagatani et al. 2001; Sun et al. 2005;
Friboulet et al. 2013).

Secara keseluruhan, terdapat data klinikal yang menyokong peranan
komponen tapak jalan biologi NER yang terlibat dalam rintangan terapi cisplatin.
Walaupun terdapat banyak bukti pra-klinikal mengenai peranan untuk pelbagai
DNA polimerase, topoisomerase Il dan protein-protein homolog penggabungan
semula pembaikan DNA terlibat dalam mekanisme rintangan cisplatin, namun masih
tidak ada maklumat klinikal yang menunjukkan peranan sistem pembaikan DNA

terlibat dalam proses rintangan cisplatin (Friboulet et al. 2013).

h. Pengurangan Tidak Balas Apoptosis

Beberapa gen yang mengawal kerosakan DNA, apoptosis dan isyarat kepanjangan

jangka hayat sel didapati menyumbang kepada rintangan cisplatin (Richardson &
Kaye 2005). Cisplatin boleh mendorong apoptosis melalui kompleks FAS dan
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isyarat ligan FAS (dengan mengaktifkan kaspase 8 dan seterusnya kaspase 3) atau
melalui pembebasan sitokrom-c di dalam mitokondria (Gonzalez et al. 2001).
Dengan kehadiran ATP dan sitokrom-c, faktor pengaktifan peptidase apoptotik 1
(APAF1) akan mengaktifkan kaspase 9 dan diikuti dengan pengaktifan kaspase 3.
Cisplatin juga boleh membunuh sel secara penglibatan terus pada tapak jalan

apoptosis kaspase-3 (Gonzalez et al. 2001).

Kecacatan proses apoptosis menyumbang kepada penentangan terhadap
kedua-dua mekanisme sitotosik cisplatin dan tindak balas p53 (Minagawa et al.
1999). Penurunan pengekspresan p53 berkemungkinan memberikan kesan rintangan
cisplatin dengan peningkatan pengekspresan pengawal negatif MDM2 diikuti
dengan penurunan atau ketiadaan pengekspresan protein pl4ARF. Rintangan
cisplatin juga telah dikaitkan dengan pengurangan pengeskpresan protein-2-pengikat
p53 (Mori et al. 2000). Sel-sel yang mempunyai delesi atau mutasi p53 pada
kebiasaannya adalah rintang terhadap cisplatin (Asada et al. 1999; Kigawa et al.
2001). Rintangan terhadap cisplatin yang dikaitkan dengan mutasi p53 telah
dibuktikan secara in vitro pada titisan sel INOC dan SCCHN serta secara klinikal
pada tumor sel germa dan SCCHNs (Volm & Koomagi 2000; Ando et al. 2004;
Mandic et al. 2005; Glaysher et al. 2009).

Kaspase 3, 8, dan 9 adalah penting dalam proses apoptosis yang
dirangsangkan oleh cisplatin. Secara amnya, titisan sel yang rintang terhadap
cisplatin mempunyai ciri-ciri penurunan pengekspresan kaspase dan BAX, tetapi
terdapat peningkatan pengekspresan BCL-2 (Achanzar et al. 2002; Chanvorachote et
al. 2006). Kehilangan tapak jalan biologi kaspase 8 dikaitkan dengan rintangan
cisplatin di dalam titisan sel SCCHN (Toyozumi et al. 2004). Penurunan
pengekspresan CD95 (FAS) atau pengaktifan tapak jalan biologi selepas pendedahan
cisplatin boleh membawa kepada perencatan pengaktifan kaspase 3 dan 8, dan
dikaitkan dengan rintangan cisplatin dalam tumor sel germa dan sel OC (Spierings et
al. 2003). Penurunan jumlah protein kaspase 9 selepas pendedahan cisplatin telah
ditunjukkan berlaku di dalam sel yang melepaskan sitikrom-c dari mitokondria dan

pengekspresan BCL-2 dan BCL-XL (Kuwahara et al. 2002; Marquez & Xu 2012).
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Secara keseluruhan, terdapat bukti pra-klinikal mengenai kaitan antara
rintangan cisplatin dengan ketidaknormalan pelbagai faktor apoptosis, tetapi setakat
ini hanya protein p53 sahaja didokumentasikan terdapatnya perubahan yang tidak
normal pada kajian klinikal (Isonishi et al. 2001). Kajian selanjutnya untuk gen-gen
serta faktor apoptosis yang lain masih diperlukan bagi mengetahui mekanisme

kerintangan cisplatin berlaku.

i.  Penghalang Apoptosis

Apoptosis boleh terhalang oleh peningkatan pengekspresan XIAP (protein perencat
apoptosis berhubung-X) dan interaksinya dengan tapak jalan biologi PI3-K/AKT
yang akan merencatkan apoptosis berlaku (Cheng et al. 2002). Peningkatan
pengekspresan XIAP dan IAP-2 adalah berkorelasi dengan rintangan cisplatin pada
beberapa jenis titisan sel. Penurunan pengekspresan XIAP meningkatkan sensitiviti
terhadap cisplatin, meningkatkan aktiviti kaspase-3 dan aktiviti apoptosis di dalam
titisan sel ovari yang rintang terhadap cisplatin (Nomura et al. 2005; Yang et al.
2005). Titisan sel yang mempunyai peningkatan pengekspresan survivin juga
berkorelasi dengan rintangan cisplatin. Dengan menggunakan teknik oligonukleotida
antisense, perencatan survivin berjaya menambahkan aktiviti apoptosis yang

dirangsangkan oleh cisplatin (Sharma et al. 2005; Bandala et al. 2006).

Peningkatan pengekspresan protein BCL-2 atau BCL-XL sering kali
dikaitkan dengan rintangan cisplatin, dan berkaitan dengan penurunan kesan rawatan
dan kependekkan jangka hayat pesakit pesakit OC (Beale et al. 2000; Yu & Wang
2004; Dong & Wang et al. 2004; Williams et al. 2005). Hipoksia akan menaikkan
pengekspresan BCL-XL dan seterusnya meningkatkan rintangan pada cisplatin
(Dong & Wang et al. 2004). Spesis oksigen reaktif yang dihasilkan oleh cisplatin
menyebabkan defosforilasi dan degradasi BCL-2, manakala nitrik oksida (NO)
mendorong nitrosilasi sulfat dan meningkatkan pengekspresan BCL-2. Aktiviti
sintesis dan penghasilan NO dikaitkan dengan rintangan cisplatin di dalam sel
NSCLC (Chanvorachote at al. 2006). Secara keseluruhan kebanyakan gen perencat

apoptosis telah dikaitkan dengan rintangan pada cisplatin dalam kajian pra-klinikal,
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manakala bukti klinikal telah menunjukkan terdapat korelasi antara pengekspresan

BCL-2 dan BCL-XL ke atas rintangan cisplatin.

2.6 INTERFERENS RNA

Gangguan RNA atau interferens RNA (RNAi) adalah sistem di dalam sel hidup
yang mengambil bahagian dalam mengawal gen yang aktif dan keaktifan mereka.
Sistem telah dimanipulasi pada beberapa tahun ini secara meluas untuk mengkaji
patogenesis penyakit termasuk kajian sensitiviti kemoterapi kanser sel seperti yang
dilakukan oleh Fuessel (2006) dan Ling (2015). Terdapat dua jenis molekul RNA
kecil iaitu mikroRNA (miRNA) dan gangguan kecil RNA atau interferens kecil
RNA (siRNA) yang memainkan peranan dalam sistem gangguan RNA (Baulcombe
2007; Macrae et al. 2006; Pak 2007; Siomi et al. 2009).  Dari segi sejarah,
gangguan RNA juga dikenali dengan nama lain iaitu penindasan bersama,
penindasan gen pasca-transkripsi, dan quelling (Pillai et al. 2007). Hanya selepas
proses dan fenomena RNA berjujukan pendek ini difahami maka ia diselaraskan
penamaannya dengan nama RNAi (Fire et al. 1998). Pada tahun 2006, Andrew
Bomba dan Craig C. Mello berkongsi Hadiah Nobel dalam bidang Fisiologi atau
Perubatan bagi hasil kajian mereka pada fenomena gangguan RNA di dalam
nematod cacing C. elegans, yang diterbitkan pada tahun 1998 (Ahlquist 2002; Fire
et al. 1998).

2.6.1 Mekanisme Tindak Balas siRNA

Tapak jalan biologi RNA1 dijumpai dalam kesemua eukariot termasuk juga haiwan
dan ia adalah dirangsangkan oleh enzim Dicer yang berperanan memelah jujukan
lingkaran berkembar RNA (dsRNA) kepada serpihan-serpihan jujukan singkat yang
dipanggil siRNAs dengan lingkungan kepanjangan 20 nukleotida (Bernstein et al.
2001). Setiap siRNA diceraikan kepada dua jujukan RNA tunggal yang dipanggil
jujukan penumpang dan jujukan panduan. Jujukan penumpang akan didegradasi, dan
jujukan panduan akan dimasukkan ke dalam kompleks induksi penindas RNA
(RISC) (Vermeulen et al. 2005; Zamore et al. 2000). Hasilan RNAi1 yang paling

banyak dikaji adalah pasca-transkripsi penindasan pengekspresan gen, yang berlaku
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apabila jujukan panduan terikat pada jujukan mRNA dan terdorong proses belahan
oleh Argonaute yang merupakan komponen pemangkin kompleks RISC. Proses ini
berkeupayaan disebarkan secara sistemik ke seluruh sistem organisma walaupun

kepekatan siRNA yang terhad (Liu et al. 2003; Sijen et al. 2007).

Ciri-ciri mekanisme tindak balas RNAi yang bersifat khusus dan berulangan
merupakan suatu alat penyelidikan yang sangat berharga biarpun di dalam kultur sel
ataupun organisma hidup. Ini adalah kerana sintetik RNA berjujukan dua apabila
diperkenalkan ke dalam sel akan menyebabkan penindasan pengekspresan gen yang
dikaji (Okamura et al. 2004). RNAI juga boleh digunakan untuk penskrinan besar-
besaran secara sistematik bagi menyekat pengekspresan setiap gen di dalam sel,
yang boleh membantu mengenalpasti komponen penting di dalam proses selular

seperti proses pembahagian sel (Baulcombe 2007; Siomi et al. 2009).

Rajah 2.6 Gambar mempaparkan mekanisme tindak balas siRNA di dalam
sistem sel.

Sumber: (Petikan dari Nature Reviews, Sijen et al. 2007)
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2.6.2 Fungsi Biologi RNAI

RNA merupakan produk hasilan langsung daripada gen, dan RNAi yang kecil ini
boleh mengikat kepada RNA khususnya mRNA dan akan meningkatkan atau
mengurangkan aktiviti jujukan RNA yang terikat, contohnya dengan menghalang
translasi mRNA kepada protein (Castanotto et al. 2009; Gregory et al. 2005; Parker
et al. 2006; Qiu et al. 2005). Gangguan RNA memainkan peranan yang penting
dalam mempertahankan sel-sel daripada gen-gen parasit seperti gen dari virus dan

transposons. (Bagasra & Prilliman 2004)

a. Imuniti

Gangguan RNA adalah sebahagian daripada mekanisme penting tindak balas imuniti
sel terhadap serangan virus dan lain-lain bahan genetik asing, terutama di dalam
tumbuh-tumbuhan di mana ia juga boleh mencegah penyebaran transposons (Wong
& Li 2007). Tumbuhan seperti Arabidopsis thaliana mengekspreskan pelbagai
homolog dicer yang khususnya bertindak balas secara berbeza-beza apabila terdedah
kepada pelbagai jenis virus yang berlainan (Ahlquist 2002; Wong & Li 2007).
Walaupun sebelum tapak jalan biologi RNAi difahami sepenuhnya, ia telah
diketahui bahawa penindasan gen di dalam tumbuh-tumbuhan boleh merebak ke
seluruh tumbuhan secara sistemik, dan boleh dipindahkan melalui penpucukan
tumbuh-tumbuhan dengan teknik cantuman (Zhao & Srivastava 2007). Fenomena
ini telah terdahulu dikenali sebagai salah satu sistem penyesuaian imuniti tumbuhan
yang digunakan untuk mempertahankan diri daripada serangan virus selepas
pertahanan imuniti yang pertama dilepasi (Ahlquist 2002). Ekoran dari tindak balas
fenomena RNAi tumbuhan, banyak virus tumbuhan telah berevolusi dan berjaya
menyekat mekanisme RNA1 daripada berlaku. Antara evolusi yang didapati pada
virus tumbuhan adalah termasuk protein virus mengikat bebenang dua jujukan
pendek RNA dengan penghujung jujukan tunggal yang tergantung, seperti yang
dilakukan oleh tindakan balas dicer (Lee et al. 2004).

Walaupun haiwan secara amnya mengekspreskan pelbagai jenis enzim dicer

yang kurang daripada tumbuh-tumbuhan, RNAi dalam sesetengah haiwan juga telah
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terbukti mempunyai mekanisme tindak balas antiviral. Dalam kedua-dua juvana dan
dewasa Drosophila, gangguan RNA adalah penting dalam sistem imuniti semula jadi
bagi tindak balas antivirus dan adalah aktif terhadap patogen virus X Drosophila.
Peranan yang sama juga dalam imuniti C. elegans dimana protein argonaute adalah
didapati meningkat pengekspresannya apabila serangan virus dan cacing berlaku

(Bagasra & Prilliman 2004; Lee et al. 2004 ).

Peranan RNA gangguan dalam imuniti semula jadi mamalia kurang
difahami, dan secara relatif antara data kajian spesis yang lain hanya sedikit
maklumat sahaja diperolehi. Walau bagaimanapun, kewujudan virus yang mampu
mengekodkan gen untuk menyekat tindak balas RNAi dalam sel mamalia boleh
menjadi keterangan bagi membuktikan wujudnya tindak balas imuniti semula jadi di
dalam mamalia yang bergantung pada RNAi (Bagasra & Prilliman 2004). Fungsi
lain RNAi dalam virus mamalia juga wujud selain berperanan menyekat tindak balas
RNAi mamalia, contohnya adalah miRNAs yang diekspreskan oleh virus herpes
yang berkebolehan bertindak sebagai pencetus pengorganisasian heterokromatin

(Ahlquist 2002).

b. Penurunan Pengekspresan Gen

MikroRNA (miRNA) yang diekspreskan di dalam sel, termasuk intronik dan
intergenik miRNA adalah yang terpenting dalam penindasan translasi dan
pengawalan pertumbuhan, terutamanya dalam morfogenesis dan penyelenggaraan
sel yang tidak mengalami pembezaan sel atau pembezaan sel yang tidak lengkap
seperti sel stem (Ahlquist 2002). Peranan miRNA yang diekspreskan dalam sel
tumbuhan dalam menurunkan pengekspresan gen pertama kali diterangkan pada C.
elegans pada tahun 1993. Dalam tumbuhan, fungsi ini telah ditemui apabila
"microRNA rahang" Arabidopsis telah ditunjukkan terlibat dalam pengawalan
pengekpresan gen-gen yang terlibat dalam pengawalan bentuk tumbuhan (Wong &
Li 2007). Majoriti gen yang dikawal oleh miRNA adalah faktor transkripsi dimana
aktiviti miRNA adalah meluas dan mengawal seluruh rangkaian gen semasa
pertumbuhan dengan mengawal pengekspresan gen pengawal utama, termasuk

faktor-faktor transkripsi serta protein F-box (Ahlquist 2002; Wong & Li 2007).
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Dalam kebanyakan organisma termasuk manusia, miRNAs juga telah dikaitkan
dengan pembentukan kanser dan mencetuskan kehilangan kawalan kitaran sel.
Dalam konteks kanser, miRNA boleh berfungsi sebagai kedua-dua onkogen dan
penindas kanser (Bagasra & Prilliman 2004; Bernstein et al. 2001; Siomi et al.

2009).

c. Peningkatan Pengekspresan Gen

Jujukan RNA (siRNA dan miRNA) yang berkomplimen dengan sebahagian
promoter boleh meningkatkan transkripsi gen dan fenomena ini digelar pengaktifan
RNA. Sebahagian daripada mekanisme bagaimana peningkatan pengekspresan RNA
diketahui adalah dengan penggunaan enzim dicer argonaute bagi merangsangkan
proses dimetilasi histone (Okamura et al. 2004). miRNA telah juga dihipotesikan
sebagai peningkat pengekspresan gen sasaran yang menyebabkan kitaran sel tidak

terkawal (Bagasra & Prilliman 2004; Bernstein et al. 2001; Siomi et al. 2009).

2.7 MIKROATUR DNA

Mikroatur DNA atau juga dikenali sebagai gen cip, cip DNA, atau biochip adalah
koleksi DNA mikroskopik yang dilampirkan pada permukaan pepejal. Para saintis
menggunakan mikroatur DNA untuk mengukur tahap pengekspresan gen secara
besar-besaran dan serentak atau pengukuran genotip pelbagai kawasan genom
(Moran et al. 2004). Setiap spot DNA mengandungi pikomolar (10" molar) jujukan
DNA yang spesifik, yang dikenali sebagai prob. Ini boleh merupakan sebahagian
kecil gen yang pendek atau lain-lain unsur DNA yang digunakan untuk hibridisasi
cDNA atau sampel cRNA (yang dikenali sebagai sasaran) di bawah keadaan
ketepatan yang tinggi (Pease et al. 1994). Hibridisasi prob-sasaran biasanya dikesan
dan dikuantitikan dengan pengesanan fluorofor, perak atau pendarcahaya kimia yang
telah dilabel untuk menentukan jumlah kuantiti secara relatif jujukan asid nukleik di
dalam sasaran. Oleh kerana cip mikroatur DNA boleh mengandungi berpuluh ribu
prob, ujian mikroatur DNA membolehkan sejumlah ujian genetik dicapai secara
serentak. Oleh itu mikroatur DNA telah secara dramatik mempercepatkan banyak

jenis ujian DNA (Pollack et al. 1999; Schena et al. 1995).
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Dalam mikroatur DNA piawai, prob yang disintesis dilekatkan melalui
kejuruteraan permukaan ke permukaan pepejal oleh ikatan kovalen matriks kimia
(melalui epoxi-silan, amino-silan, lisin poliakrilamida dan lain-lain) (Pease et al.
1994). Permukaan pepejal boleh merupakan kaca atau cip silikon, dimana mereka
dikenali sebagai cip Affy apabila cip Affymetrix digunakan (Bammler et al. 2005).
Pelantar mikroatur DNA yang lain seperti Illumina menggunakan manik-manik
mikroskopik sebagai gantian sokongan pepejal besar. Secara alternatif, mikroatur
DNA boleh dibina dengan sintesis langsung prob oligonukleotida pada permukaan
pepejal (Moran et al. 2004). Mikroatur DNA adalah berbeza dari segi pengukuran
DNA iaitu sama ada pengukurannya menggunakan keseluruhan DNA sebagai
pengesan atau menggunakan sebahagian DNA/prob DNA sebagai pengesan
(Bammler et al. 2005).

Rajah 2.7 Gambar menunjukkan aliran ujian perbezaan pengekspresan gen
antara dua jenis sampel berlainan mula dari proses pembuatan DNA
mikroatur, penyediaan sampel eksperimen, penghibridasi sampel
kajian pada cip DNA mikroatur hingga ke proses terakhir iaitu proses
penganalisaan cip DNA mikroatur.

Sumber: (Petikan daripada Stephanie et al. 2003)
Mikroatur DNA boleh digunakan untuk mengukur perubahan tahap

pengekspresan, mengesan polimorfisme nukleotida tunggal (SNPs) atau genotip

serta menjujuk balik jujukan genom mutan (Hacia et al. 1999). Mikroatur DNA juga



45

berbeza dari segi fabrikasi, cara operasi, ketepatan, kecekapan dan kos. Faktor-
faktor tambahan perbezaan untuk ujian mikroatur DNA adalah reka bentuk kajian
dan kaedah menganalisis data (Schena et al. 1995).

Teknologi mikroatur DNA adalah berkembang daripada teknik pemedapan
Southern dimana fragmen DNA akan melekat pada membran substrat dan kemudian
akan dikesan menggunakan prob gen (Maskos & Southern 1992). Penggunaan
pertama yang dilaporkan adalah analisis 378 jujukan berlisis koloni bakteria dengan
setiap bakteria mempunyai jujukan yang berbeza untuk mengukur pengekspresan
tisu normal dan tisu kanser (Pease et al. 1994). Penggunaannya telah diperluaskan
kepada analisis lebih daripada 4000 jujukan gen manusia dengan bantuan komputer
melalui pengimbasan dan pemprosesan imej untuk analisis kuantitatif jujukan dalam
kanser kolon manusia dan tisu normal dan kemudian dibandingkan risiko genetik
yang berbeza-beza dengan menggunakan tisu kolon (Pollack et al. 1999).
Penggunaan koleksi mikroatur DNA yang berbeza digunakan untuk mengukur
pengekspresan gen juga dilaporkan pada tahun 1987, dimana mikroatur DNA
digunakan untuk mengenal pasti pengekspresan gen yang dikawal oleh interferon
(Kulesh et al. 1987). Mikroatur DNA yang terawal adalah diperbuat dengan
pengesanan cDNA di atas kertas penapis dengan menggunakan alat pengesan pin.
Penggunaan mikroatur DNA kecil atau cip untuk mengukur profil pengekspresan
gen pertama kali dilaporkan pada tahun 1995. Kajian tersebut berjaya melengkapkan
pengekspresan genom eukariot (Saccharomyces cerevisiae) dan hasil kajian telah
diterbitkan pada tahun 1997 (Lashkari et al. 1997).

Teras prinsip utama mikroatur DNA adalah penghibridasi dua bebenang
DNA dimana bebenang kembar jujukan DNA ini terikat oleh ikatan hidrogen dari
asid nukleik DNA. Semakin tinggi bilangan pasangan bes jujukan nukleik asid yang
membentuk ikatan bermaksud semakin kuat ikatan bukan kovalen antara dua
jujukan (Augenlicht & Kobrin 1982). Selepas pembasuhan jujukan ikatan tidak
spesifik, hanya jujukan berpasangan yang berikatan kuat yang tertinggal. Jadi
jujukan sasaran yang dilabelkan dengan fluoresen dan berikat dengan jujukan prob
dan kekuatan isyarat adalah bergantung kepada jumlah ikatan jujukan berlabel

dengan prob DNA. Kekuatan isyarat mikroatur adalah diukur dengan menggunakan
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kaedah kuantifikasi relatif, iaitu perbandingan akan dilakukan antara dua sampel
kajian yang mempunyai ciri-ciri yang sama tetapi keadaan ujian yang berlainan

(Maskos & Southern 1992).

2.8 MIKROATUR TISU

Kebatasan utama dalam analisis tisu klinikal dari segi molekular adalah termasuk
saiz sampel tisu yang kecil, prosedur yang membebankan, terhadnya reagen
diagnostik yang terhad dan mahal serta saiz sampel pesakit yang tidak mencukupi.
Mikroatur tisu telah dibangunkan untuk menangani isu-isu tersebut di atas. Tisu
multi-blok mula-mula diperkenalkan oleh H. Battifora pada tahun 1986 dan
dipanggil multi-kanser (sosej) blok tisu dan diubahsuai pada tahun 1990 dengan
penambahbaikan dan dipanggil papan pemeriksaan blok tisu (checkboard tissue
block). Pada tahun 1998, J. Kononen dan rakan telah membangunkan teknik terkini
yang menggunakan pendekatan persampelan novel untuk menghasilkan tisu yang

mempunyai saiz dan bentuk yang dijadikan lebih padat dan tepat jujukannya.

Mikroatur tisu (tissue microarray, TMA) terdiri daripada blok parafin yang
berisi sehingga 1000 teras spot tisu berasingan yang diblokkan ke atas slaid untuk
membolehkan analisis multipleks histologi dilakukan. Dalam teknik mikroatur tisu,
jarum yang berlubang digunakan untuk mengeluarkan tisu teras yang kecil lebih
kurang 0.6 mm diameter dari kawasan terpilih pada tisu parafin seperti biopsi dan
sampel tumor. Teras tisu ini kemudiannya dimasukkan ke dalam blok parafin
penerima dengan jarak yang tertentu antara tisu dan disusunkan dengan rapi. Blok-
blok ini kemudiannya akan dipotong dengan menggunakan mikrotom dan diletakkan
di atas slaid mikroskop untuk analisis pewarnaan histologi dan patologi (Rajah 2.8).
Setiap blok mikroatur tisu boleh menghasilkan 100 - 500 kepingan slaid, yang
kemudiannya boleh digunakan untuk pelbagai jenis ujian. Ujian yang biasa
digunakan dalam mikroatur tisu adalah termasuk imunohistokimia, dan in-situ
hibridisasi fluoresen. Mikroatur tisu adalah amat berguna terutamanya dalam

penganalisisan sampel kanser (Kononen et al. 1998; John et al. 2001).
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Rajah 2.8 Gambar menunjukkan proses penyediaan, pemprosesan dan
penganalisaan mikroatur tisu.

Sumber: (Petikan daripada John et al. 2001)



BAB III

BAHAN DAN KAEDAH

3.1 BAHAN DAN REAGEN

3.1.1 Bahan Kimia dan Biokimia

Bahan kimia am gred bioteknologi diperolehi dari Sigma. TriReagent diperolehi
daripada Molecular Research Center. Phase Lock Gel diperolehi daripada
Eppendorf. Psoralen-Biotin diperolehi daripada Pierce. RNAi1 diperolehi daripada

Dharmacon Co.

3.1.2 Enzim

Enzim Taq Polimerase dan Sensiscript reverse transcriptase diperolehi daripada
Qiagen. Versi Taq yang digunakan adalah jenis hotstart automatik dimana ianya
tidak aktif pada suhu bilik. Enzim Advantage 2 DNA Polymerase Mix dan
PowerScript reverse transcriptase diperolehi daripada Clontech, Mountain View,
US. Perencat ribonuklease RNasin Plus diperolehi daripada Promega. Enzim
deoksiribonuklease I (DNase I) TURBOfree diperolehi daripada Ambion. Penanda
DNA diperolehi daripada Fermentas.

3.1.3 Kit Reagen

Wizard Gel and PCR Purification System dan RNA Miniprep Kit diperolehi
daripada Promega. BrightStar BioDetect Kit, ULTRAhyb hybridization buffer dan
[Mlumina RNA Amplification Kit diperolehi daripada Ambion. SYBR Green Real-
Time Mastermix diperolehi daripada BioRad. RNA Nano LabChip Reagent Kit
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diperolehi daripada Agilent Technologies. Penimbal Litium-Borat (LB Medium)
diperolehi daripada FasterBetterMedia.

3.1.4 Media Kultur Sel

Media RPMI 1640, Serum Fetal Lembu, antibiotik Penisilin-Streptomisin dan
Phosphate-Buffered Saline diperolehi daripada Invitrogen. Flaks kultur sel

diperolehi daripada BD Biosciences. Accutase diperolehi daripada Chemicon.

3.2 PROSEDUR AM

3.2.1 Pensterilan

Semua peralatan kaca dipanaskan di dalam oven pada 200°C selama sekurang-
kurangnya 4 jam. Larutan untuk eksperimen diautoklaf pada 121°C selama 20 min.
Bagi RNA, semua larutan (kecuali yang mengandungi Tris-HCl) dirawat dengan
larutan dietilpirokarbonat 0.01% (DEPC) pada suhu bilik semalaman dan diautoklaf

selama 45 min. Semua tiub yang digunakan diautoklaf sebelum digunakan.

3.2.2 Penentuan Kepekatan Asid Nukleik

Kepekatan asid nukleik ditentukan dengan menggunakan alat spektrofotometer. Dua
jenis alat digunakan iaitu Biophotometer (Eppendorf) dan Nanodrop ND-100
(NanoDrop Technologies). Biophotometer menggunakan kuvet tidak dikitar guna
semula Uvette dan memerlukan minimum 50 pL larutan untuk dibaca. Nanodrop
pula tidak memerlukan sebarang kuvet. Satu hingga dua pL larutan yang hendak
dibaca dipipet terus ke atas permukaan khas dan prinsip tekanan permukaan

digunakan untuk menentukan kepekatan asid nukleik.

3.2.3 Penentuan pH

Penentuan pH dilakukan menggunakan pH meter dimana elektrod pH dikalibrasi
pada suhu bilik menggunakan standard pH 7.0 dan pH 4.0.
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3.3 PENCARIAN PANGKALAN DATA ONCOMINE

Oncomine merupakan suatu pangkalan data mikroatur DNA yang boleh dicapai
melalui laman sesawang https://www.oncomine.org/resource/login.html.  Ia
dibangunkan oleh sekumpulan penyelidik dari Universiti Michigan yang pada
mulanya hanya mengumpul data mikroatur kumpulan kajian sendiri. Kini pangkalan
data ini telah dimilliki oleh syarikat Thermo Fisher Scientific dan ia adalah semi-
percuma bagi penyelidik institusi pengajian tinggi. Objektif utama pengasas pelantar
pangkalan data Oncomine ini adalah untuk mempermudahkan penemuan
pengekspresan gen novel yang menyumbang kepada karsinogenesis pelbagai jenis
kanser dengan pengumpulan dan analisis data mikroatur. Sehingga November 2008,
Oncomine mempunyai 450 data set pengekspresan gen yang merangkumi 58 juta

pengukuran pengekspresan gen yang dihasilkan daripada 8300 kajian mikroatur.

Sebelum menggunakan pangkalan data Oncomine bagi analisis data
mikroatur NSCLC, beberapa kriteria pemilihan set data mikroatur telah ditetapkan
sebagai panduan pencarian. Kriteria-kriteria pemilihan adalah gen profil
pengekspresan gen antara tisu paru-paru normal dan tisu-tisu NSCLC termasuk

adenokarsinoma, karsinoma skuamas dan karsinoma papilari.

Setelah pemilihan set data mikroatur dilakukan, penganalisaan dilakukan
dengan menggunakan pendekatan yang dinyatakan di bawah:

a. Menggunakan ciri analisis gen yang berada pada 5% teratas mengalami
peningkatan pengekspresan merentangi kesemua set data mikroatur yang
dipilih.

b. Menggunakan ciri analisis gen yang terlibat dengan tapak jalan metastasis
untuk 5% teratas yang mengalami peningkatan pengekspresan merentangi
kesemua set data mikroatur yang dipilih.

c. Memilih gen yang mempunyai nilai p < 0.05 muncul lebih daripada 4 kali di

dalam analisa Box Plot bagi pendekatan penganalisaan di atas.
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3.4 PEMBINAAN TAPAK JALAN BIOLOGI MOLEKUL NSCLC

Gen-gen yang telah disenarai pendek dimasukkan ke dalam perisian komputer
Pathway Studio 7.0 untuk analisis tapak jalan biologi molekul. Interaksi gen dikaji
dan gen yang mempunyai interaksi yang kurang dijadikan sebagai subjek kajian.
Gen yang mempunyai interaksi yang kurang juga bermakna bahawa fungsi gen itu

masih tidak berapa diketahui.

3.5 PENENTUAN KUANTITI DAN KUALITI RNA

Kehadiran RNA boleh dikenalpasti melalui bacaan ketumpatan optik (OD, optical
density) menggunakan spektrofotometer. Sejumlah 2 uLL sampel RNA dimasukkan
ke dalam 48 pL air tiada-nuklease menjadikan faktor pencairan sebanyak 25 kali dan
campuran disebatikan sebelum dimasukkan ke dalam kuvet. Bacaan nisbah
Aze0/Azgo menunjukkan kualiti RNA yang didapati berkualiti tinggi memberikan
nilai nisbah antara 1.7 dan 2.1. Dua jenis spektrofotometer telah digunakan iaitu
Biophotometer (Eppendorf) dan Nanodrop ND-100 (Nanodrop Technologies). Nilai
satu OD menunjukkan kepekatan RNA sebanyak 40 pg/mL.

3.5.1 Penentuan Integriti RNA Menggunakan 2100 Bioanalyzer

Integriti RNA ditentukan dengan menggunakan alat 2100 Bioanalyzer (Agilent
Technologies). Selain memungkinkan analisis RNA yang sedikit, ianya juga lebih
pantas dan jitu kerana segalanya dilakukan secara automatik oleh perisian komputer.

Metodologi yang digunakan adalah seperti yang disyorkan oleh pengeluar.

a. Penyediaan cip mikrofluidik

Cip mikrofluidik RNA (Caliper Technologies) dan kit RNA 6000 Nano LabChip Kit
(Agilent Technologies) digunakan untuk analisis ini. Pertamanya, gel RNA
dicampur dengan pewarna yang tersedia bersama kit tersebut. Campuran tadi
diempar pada 6000 g selama 20 min. Sembilan pL daripada campuran tadi dipipet
ke dalam telaga cip RNA. Gel tersebut dimasukkan ke dalam terusan mikro cip tadi
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melalui tekanan udara menggunakan picagari dan alat khas (stesen cip). Kemudian 5
uL penimbal dipipet ke dalam setiap 12 telaga sampel yang ada termasuk satu telaga
penanda RNA. Sampel-sampel RNA yang hendak dianalisis didenaturasi dengan
memanaskan tiub pada 70°C selama 2 min dan disejukkan dalam ais sehingga sedia
untuk dipipet ke dalam cip. Sebanyak 1 pL sampel RNA dipipet ke dalam setiap
telaga dan 1 pL (150 pg) penanda RNA (Ambion) dipipet ke dalam telaga penanda
RNA di dalam cip tersebut. Sebanyak 12 sampel RNA boleh dianalisis dalam satu
cip. Cip yang telah siap tadi kemudian divorteks pada 2400 rpm selama 1 min.

b. Elektroforesis cip

Cip yang telah divorteks dimasukkan ke dalam alat 2100 Bioanalyzer. Pilihan
program Total RNA Nano Assay dipilih daripada senarai program yang ada dan
analisis seterusnya dilakukan sepenuhnya oleh komputer. Analisis 12 sampel
mengambil masa kira-kira 20 min. Perisian Bioanalyzer akan mengesan kehadiran
RNA ribosomal 28S dan 18S. Nisbah luas di bawah graf kedua-dua isyarat 28S dan
18S dikira dan integriti RNA ditentukan melalui nisbah tersebut. Integriti juga boleh
ditentukan dengan mata kasar dengan melihat ketajaman graf 28S dan 18S. Graf
yang tidak rata menunjukkan degradasi RNA. Kehadiran puncak Ilebihan
menunjukkan kontaminasi DNA. Kuantiti RNA juga turut diberikan. Cip RNA Nano
mampu mengesan kuantiti RNA dari julat 5 ng hingga 5 ng. Perisian Bioanalyzer

memberikan dua output berbeza iaitu elektroferogram dan imej gel.

3.6 PENGKULTURAN TITISAN SEL

Titisan sel kanser paru-paru jenis adenokarsinoma A549 (ATCC®: CCL-185™)
diperolehi daripada American Type Culture Collectioni. Titisan sel ini merupakan
sel hipotriplod dengan bilangan 66 kromosom. Sel A549 mempunyai 6 penanda
genetik 1aitu der(6)t(1;6) (ql1;927), del(6) (p23), del(11) (q21), del(2) (q11), M4
dan M5 (Goodrum & Ornelles 1997). Titisan sel A549 dipisahkan dengan
menggunakan enzim accutase (Chemicon) seperti yang disyorkan oleh pengeluar.

Titisan sel diinkubasi dalam inkubator (Binder, Germany) pada 37°C dan 5% karbon
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dioksida. Medium ditukar setiap tiga hari dan sel yang telah mencapai tahap 70%
hingga 80% konfluen disubkultur ke dalam flas baru.

3.6.1 Pengiraan Sel

Slip penutup kaca diletakkan di atas alat Neubauer. Sebanyak 10 pL. adunan rata sel
dan media kultur dipipet ke tepi slip penutup. Jumlah sel di dalam keseluruhan 16
kotak segi empat dilihat dan dikira dibawah mikroskop. Jumlah keseluruhan sel
(sel/mL) dikira menggunakan formula S x 16 x 10" (dimana S = jumlah keseluruhan

sel yang dikira).

3.6.2 Penentuan Viabiliti Sel

Prinsip penggunaan pewarna tripan biru adalah sel yang hidup tidak akan terwarna
oleh pewarna tripan biru (Gibco). Hanya sel-sel mati akan berwarna biru dibawah
mikroskop cahaya. Penggunaan tripan biru adalah berdasarkan nisbah campuran 0.1
mL sel, 0.15 mL PBS dan 0.25 mL tripan biru. Campuran dibiarkan selama 2 min
dan sel hidup yang tidak diwarnakan telah dikira.

3.6.3 Pengkulturan Sel A549

Titisan sel A549 dikultur di dalam flaks kultur 75 cm? yang mengandungi medium
Dulbecco’s Modified Eagles’s Medium (DMEM) daripada Gibco dengan 10%
serum fetal lembu (Gibco) dan penisilin 100 unit - streptomisin 100 pg) (Gibco)
pada ketumpatan sel antara 2000 hingga 5000 sel per cm®.

3.7 PENGEKSTRAKAN ASID NUKLEIK

Pengekstrakan dan penulenan RNA serta produk PCR dilakukan dengan bantuan kit

komersial dari Roche, Molecular Research Centre dan Qiagen.
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3.7.1 Pengekstrakan RNA

Tiga kaedah pengekstrakan RNA digabungkan untuk mendapatkan RNA daripada
sampel tisu, iaitu dengan menggunakan Phase Lock Gel (Eppendorf), TriReagent
(Molecular Research Center) dan RNeasy Total RNA Miniprep Kit (Qiagen).
Gabungan ketiga-tiga kaedah adalah bertujuan untuk mendapatkan hasil RNA yang
lebih berkualiti. Pada peringkat pertama tisu-tisu dihomogenasi dengan 1 mL
TriReagent dengan menggunakan kaca lesung. Kemudian 0.2 mL klorofom
dicampurkan. Campuran dipipet berulang-ulang selama semin dan dibiarkan pada
suhu bilik selama 15 min. Tisu yang telah dihomogenasi dipindahkan ke dalam tiub
pepejal Phase Lock Gel (PLG) Heavy. Tiub tersebut kemudiannya diemparkan pada
kelajuan 13 000 rpm selama 10 min pada suhu 4°C. Fungsi pepejal PLG adalah
untuk membentuk lapisan yang memisahkan lapisan akuas dan lapisan pertengahan
campuran homogenasi. Lapisan akuas dipipet keluar dan dipindahkan ke dalam tiub
1.5 mL yang baru. Secara purata sebanyak 0.2 mL lapisan akuas diperolehi. Setelah
itu etanol 70% dicampurkan pada nisbah 1:1 bersama-sama dengan lapisan akuas.
Campuran dicampur secara perlahan-lahan dengan menggunakan pipet sebelum
dipindahkan ke dalam tiub khas RNeasy dan diempar pada kelajuan 10 000 g selama
15 s. Supernatan yang diperolehi dibuang dan diikuti dengan penambahan 0.7 mL
larutan penimbal RW1 ke dalam tiub khas RNeasy dan diemparkan pada kelajuan 10
000 g selama 15 s. Sekali lagi supernatan yang terhasil dibuang dan 0.5 mL larutan
penimbal RPE ditambah ke dalam tiub khas RNeasy dan diemparkan pada kelajuan
10 000 g selama 15 s. Langkah penambahan larutan penimbal RPE diulang sekali
lagi, tetapi kini, kelajuan emparan adalah 10 000 g dan selama 2 min. Akhir sekali
RNA dikeluarkan dari tiub khas RNeasy dengan menggunakan 30 pL air suling

steril dengan kelajuan emparan 10 000 g selama 1 min.
3.7.2 Isolasi Produk Amplifikasi PCR
Produk hasil amplifikasi PCR ditulenkan dengan menggunakan kit Wizard® SV

Miniprep Gel and PCR Clean-Up System (Promega). Protokol yang digunakan

adalah sebagaimana yang dicadangkan pengeluar.
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3.8 TINDAK BALAS RANTAI POLIMERASE MASA NYATA (RT-PCR)

Keberkesanan transfeksi siRNA dan kesahihan pengukuran pengekspresan mRNA
gen pada DNA cip mikro-atur ditentukan dengan menggunakan tindak balas rantai
polimerase masa nyata (RT-PCR, Real-time Polymerase Chain Reaction). Selepas
pengekstrakan RNA dari titisan sel A549 dilakukan dengan menggunakan Trizol
(Invitrogen), sintesis bebenang tunggal cDNA dari RNA terus dilakukan. Tindak
balas PCR sebanyak 30 kitaran dilakukan dengan menggunakan Taq DNA
Polimerase (Promega) berdasarkan protokol berikut: 95°C selama 40 s, 58°C selama

40 s dan 72°C selama 40 s.

Pengekspresan gen yang diukur menggunakan RT-PCR dikira dengan

menggunakan formula pengiraan seperti yang dinyatakan di bawah:

ACt = Ct(Sampel A — Sampel rawatan) — Ct(Sampel rujukan — Sampel rawatan)
ACt = Ct(Sampel A — Sampel kawalan) — Ct(Sampel rujukan — Sampel kawalan)

AACt = ACt(Sampel rawatan) — Ct(Sampel kawalan)

3.9 ASAI FUNGSI SEL

Asai sel merupakan suatu kaedah analisis dalam kajian perubatan makmal,
farmakologi, biologi pesekitaran dan biologi molekul untuk menilai secara kualitatif
atau kuantitatif kehadiran sesuatu aktiviti biologi. Sasaran sampel analisis
berkemungkinan merupakan ubat, bahan biokimia atau sel dalam organisma. Asai
sel pada kebiasaannya adalah bertujuan untuk mengukur kandungan dan
pengekspresan protein ukuran di dalam sel dalam keadaan in vitro dengan

pesekitaran kajian yang dikawal.

3.9.1 Asai Proliferasi Sel

Asai proliferasi sel CellTiter-Glo dari promega merupakan suatu asai yang

digunakan untuk mengukur viabiliti sel melalui kaedah pengkuantifikasian

kandungan ATP pada kultur sel. Reagen CellTiter-Glo dibiarkan pada suhu bilik
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selama 3 jam agar suhu reagen adalah selaras dengan suhu plat. Plat bertelaga 96
yang mengandungi kultur titisan sel A549 dikeluarkan dari inkubator dan dibiarkan
suhu plat menurun ke suhu bilik. Ketidaksamaan suhu plat dan reagen akan
menyebabkan keputusan yang diperolehi berubah dengan ketara antara replikasi
kajian. Sebanyak 100 pL reagen CellTiter-Glo ditambahkan ke dalam setiap telaga.
Plat ditutup dan diletakkan pada pengembar orbital untuk percampuran reagen
dengan medium kultur yang mempunyai sel selama 2 min pada kelajuan 400 rpm.
Tujuan pengemparan tersebut adalah untuk melisiskan sel. Selepas itu, plat
diletakkan pada suhu bilik selama 45 min sebelum diletakkan dalam mesin

luminometer untuk dicerap pada gelombang cahaya 450 nm.

3.9.2 Asai Apoptosis

Caspase-Glo 3/7 (Promega) telah digunakan untuk kajian apoptosis sel. Reagen
Caspase-Glo 3/7 dibiarkan pada suhu bilik selama 3 jam. Plat bertelaga 96 yang
mengandungi kultur titisan sel A549 dikeluarkan daripada inkubator dan suhu plat
dibiarkan menurun ke suhu bilik. Sebanyak 100 pL reagent Caspase-Glo 3/7
ditambah ke dalam setiap telaga termasuk telaga kawalan positif dan negatif. Plat
ditutup dan diletakkan pada pengembar orbital untuk mencampurkan campuran
reagen dengan medium kultur yang mempunyai sel selama 45 min pada kelajuan
400 rpm. Selepas itu, plat diletakkan pada mesin luminometer untuk dicerap

keputusan asai apoptosis pada gelombang cahaya 450 nm.

3.9.3 Asai Migrasi

Asai migrasi CHEMICON QCM™ (ECM551) dalam plat bertelaga 24 dan
berasaskan kolagen telah digunakan untuk menguji tahap invasi titisan sel A549
selepas penindasan (Silencing) gen dilakukan. Titisan sel A549 yang telah dikultur
dan mencapai konfluen 80% dikeluarkan medium dan dimasukkan medium kultur
yang tidak mempunyai serum dengan tujuan mewujudkan suatu keadaan sekeliling
sel yang tertekan dan terdesak untuk keperluan serum bagi pertumbuhan sel. Sel
yang hanya berbekalkan medium kultur tanpa serum dieramkan selama 24 jam pada

suhu 37°C dan kandungan CO; 5%. Selepas itu, medium dikeluarkan dan dicuci
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sebanyak dua kali dengan menggunakan PBS sebelum penambahan tripsin bagi
mengeluarkan sel daripada kultur flaks. Titisan sel A549 yang telah dikeluarkan
diemparkan pada kelajuan 1500 RPM selama 5 min bagi pengasingan sel daripada
larutan penimbal dan tripsin. Pelet sel dibancuhkan dengan pipet beberapa kali
bersama-sama dengan medium kultur tanpa serum. Jumlah kandungan sel dikira
dan diampai dalam 1.0 X 10’ sel per mL. Plat dan reagen asai migrasi dikeluarkan
dan dibiarkan seketika bagi menyelaraskan suhu bilik agar keputusan optimum
diperolehi. Sebanyak 300 puL media tanpa serum diletakkan dalam telaga selama 15
min bagi membolehkan kolagen di dalam telaga terhidrat semula. Selepas proses
hidrasi, 250 pL medium dikeluarkan dan digantikan dengan 250 pL larutan medium
yang mengandungi sel A549 sebelum ditambah dengan 500 pL kultur media yang
mengandungi serum di bahagian ruang bawah kolagen setiap telaga. Akhirnya plat
ditutup dan dieram selama 72 jam pada suhu 37°C dan berbekalkan 5% CO..
Selepas pengeraman 72 jam, bekas di atas telaga dikeluarkan dan dicelupkan di
dalam telaga baru yang mempunyai pewarna sel selama 20 min. Kemudian bekas
dikeluarkan dan dikeringkan bahagian dalamnya dengan kapas dan dibiarkan kering
pada suhu bilik. Setelah dikeringkan, bekas dipindahkan ke telaga baru yang
mengandungi 200 pL larutan penimbal pengekstrakan untuk pengeraman selama 15
min pada suhu bilik. Akhir sekali, sebanyak 100 pL larutan tersebut dipindahkan ke

plat baru untuk bacaan kolometrik pada gelombang cahaya 560 nm.

3.9.4 Tindak Balas Dos Kemoterapi

Titisan sel A549 didedahkan kepada cisplatin, etoposide, vinorelbine dan siRNA
dengan kepekatannya ditingkatkan secara berperingkat iaitu daripada 0.25 pM ke 2
uM. Viabiliti sel A549 diukur selepas tiga hari pendedahan dengan menggunakan
asai CellTiter-Glo (Promega).

3.10 MIKROATUR DNA
RNA yang telah diekstrak digunakan untuk menyediakan RNA komplementari

terlabel biotin dengan menggunakan kit Illumina RNA Amplification System

(Nombor Katalog: 11755). Metodologi adalah seperti yang disyorkan oleh pengeluar
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(Ambion). Eksperimen ini menggunakan cip Whole Human BeadChip daripada
[llumina yang membolehkan keseluruhan 48000 gen manusia dianalisis bagi setiap

sampel.

3.10.1 Transkripsi Berbalik

Untuk menyediakan kompleks RNA komplementari (complementary RNA, cRNA)
bagi setiap sampel, kit lllumina RNA Amplification Kit telah digunakan [Nombor
Katalog: 1755 (Ambion)].

a. Sintesis Bebenang DNA Komplementari

Proses ini adalah untuk menyediakan bebenang pertama cDNA dengan oligo-dT
berekor yang membawa jujukan promoter T7 pada struktur 5°. Sebanyak 500 ng
populasi RNA dicampur dengan air bebas nuklease sehingga 11 pL di dalam tiub
mikro 0.5 mL steril. Campuran utama (master mix) transkripsi berbalik disediakan
dengan pipet dan disebatikan komponen-komponen berikut bagi setiap sampel: 1.0
pL pencetus oligo-dT T7, 2.0 puL penimbal bebenang pertama 10X, 4.0 pL
campuran dNTP, 1.0 pL perencatan RNase dan 1.0 pL enzim ArrayScript.
Campuran dicampurkan secara perlahan-lahan dengan menggunakan vortex dan
selepas itu diemparkan dengan seketika. Campuran kemudian dipipetkan ke dalam
setiap sampel RNA untuk menjadikan isipadu akhir setiap tindak balas sebanyak 20
pL. Tiub kemudian dieram pada 42°C selama 2 jam di dalam inkubator. Selepas

tindak balas selesai tiub diletakkan di dalam ais.

b. Sintesis Bebenang DNA Komplementari 2

Campuran utama bebenang kedua disediakan dengan pipet reagen berikut bagi
setiap sampel: 63 pL air bebas-nuklease, 10 uL penimbal bebenang kedua (10X), 4
pL campuran dNTP, 2 pLL DNA polimerase dan 1 pL RNase H. Campuran
disebatikan dengan mengunakan vorteks pada kelajuan rendah. Selepas tiub diempar
sementara untuk mengumpul campuran reagen, 80 uL dipipet ke dalam tiub

campuran tindak balas bebenang pertama di atas, dipipet 2 — 3 kali dan diempar
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seketika. Tiub diinkubasikan pada 16°C menggunakan blok mesin PCR selama 2
jam. Selepas tindak balas selesai, tiub diletakkan di dalam ais atau disimpan pada -

20°C.

c. Penulenan cDNA

Setiap tiub tindak balas di atas dicampurkan dengan 250 pl penimbal perlekatan
cDNA dan dipipet beberapa kali untuk mensebatikan campuran. Tiub diempar
seketika dan keseluruhan campuran dipipet ke dalam kartrij penapis cDNA dan
diempar pada 10 000 g selama 1 min. Kemudian 500 pl penimbal bilasan dipipet ke
dalam kartrij dan diempar selama 1 min pada 10 000 g. Untuk mengeringkan
membran, kartrij diempar lagi selama 2 min pada 10 000 g. Kemudian kartrij
dipindahkan ke dalam tiub elusi cDNA. Sepuluh pl air bebas-nuklease yang telah
dipanaskan pada 50-55°C dipipet di tengah membran di dalam kartrij dan dibiarkan
pada suhu bilik selama 2 min sebelum tiub diempar pada 10 000 g selama 90 saat.
Proses ini diulangi menggunakan 10 ul air bebas-nuklease lagi. Hasil elusi adalah
kira-kira 16 pl dan molekul-molekul cDNA ini digunakan terus atau disimpan pada -

20°C.

d. Sintesis cRNA Secara Transkripsi In Vitro

Bebenang DNA gandadua yang disintesiskan sebelumnya dikeringkan menggunakan
pengering vakum SpeedVac (Termo Electron) menggunakan haba medium (~ 40 —
50°C) selama kira-kira 15 hingga 20 min. Tiub kemudian disimpan di dalam ais.
Campuran utama tindak balas transkripsi in vitro disediakan dengan mencampur
reagen berikut dimana setiap sampel mengandungi: 3.75 pl biotin-16-UTP (10 mM),
1 pl larutan T7 ATP (75 mM), 1 ul larutan T7 CTP (75 mM), 1 pl larutan T7 GTP
(75 mM), 0.5 pl larutan T7 UTP (75 mM), 1 pl penimbal tindak balas (10X), 1 ul
campuran enzim T7 dan 0.75 pl air bebas-nuklease. Campuran disebatikan dengan
divorteks dan diempar. Sepuluh pl daripada campuran dipipet ke dalam setiap tiub
cDNA dan dipipet perlahan-lahan untuk meresuspensikan cDNA yang dikeringkan
tadi. Tiub diempar seketika untuk mengumpul tindak balas dan tiub diinkubasi pada

37°C selama 14 jam di dalam inkubator. Selepas inkubasi, 90 pl air bebas nuklease
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dipipet ke dalam setiap tiub dan disebatikan dengan memvorteks perlahan. Tiub

terus digunakan untuk langkah seterusnya atau disimpan pada -20°C.

e. Penulenan RNA Komplementari

Sebanyak 350 ul penimbal perlekatan cRNA dicampurkan dengan setiap tindak
balas di atas diikuti dengan 250 pl etanol (100%). Campuran disebatikan dengan
mempipet perlahan-lahan beberapa kali. Serta-merta campuran dipindahkan dengan
pipet ke dalam kartrij penapis cRNA. Tiub diempar pada 10 000 g selama 1 min.
Kemudian 650 pl penimbal bilasan dipipet ke dalam setiap kartrij dan diempar pada
10 000 g selama 1 min. Membran dikeringkan dengan mengempar semula tiub pada
kelajuan sama selama 1 min. Untuk elusi cRNA, 100 pl air bebas-nuklease yang
telah dipanaskan pada 50 — 60°C dipipet ditengah-tengah membran kartrij. Tiub
dibiarkan selama 2 min pada suhu bilik dan kemudiannya diempar pada 10 000 g
selama 90 s. RNA komplementari yang dielut keluar disimpan pada -80°C sehingga

digunakan.

f. Penentuan Kuantiti Dan Kualiti cRNA

Kuantiti ¢cRNA yang diperolehi ditentukan menggunakan Nanodrop ND-100.
Taburan saiz cRNA bagi setiap sampel ditentukan menggunakan cip RNA Nano dan
reagen yang sama. Untuk analisis, program mRNA smear analysis dipilih daripada

senarai program-program Bioanalyzer.
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Sintesis bebenang pertama cDNA

melalui transkripsi berbalik
menggunakan pencetus oligo-dT —
T7

Sintesis bebenang kedua cDNA

Penulenan bebenang cDNA ganda
dua menggunakan kolum emparan

Transkripsi in vitro untuk sintesis
cRNA. Tindakbalas dimangkinkan
oleh RNA polimerase T7. Biotin-
16-UTP digunakan untuk melabel
cRNA

cRNA ditulenkan menggunakan
kolum emparan

cRNA terlabel biotin yang sedia
digunakan untuk hibrididsasi pada

cip.

Rajah 3.1 [Mlustrasi kaedah penyediaan cRNA menggunakan Illumina RNA
Amplification Kit (Ambion).

Sumber: Ubahsuaian Daripada Ambion. (2005).

3.10.2 Mikroatur

Sebanyak 1.5 pg cRNA digunakan untuk hibridisasi dengan cip mikroatur Illumina
Whole Genome Human Array. Setiap sampel cRNA dilarutkan dengan 20 ul air
bebas nuklease. Campuran hibridisasi disediakan dengan mencampurkan 165 pl
penimbal Hyb E1 dengan 99 pul formamida. Penimbal Hyb E1 dibekalkan oleh
pengeluar bersama cip mikroatur. Campuran Hyb E1 dan formamida kini dikenali
sebagai campuran hibridisasi. Empat puluh pl campuran hibridisasi kemudiannya

dicampurkan dengan cRNA tadi untuk menjadikan keseluruhan campuran sebanyak
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60 pl. Setiap sampel kemudian dipipet ke atas cip mikroatur menggunakan alat dan
prosedur khas seperti yang disyorkan oleh pengeluar. Proses hibridisasi dilakukan

pada 55°C selama 16 jam menggunakan oven hibridisasi (Illumina).

Selepas hibridisasi, cip diproses dengan diagitasikan dengan reagen khas
untuk menyingkirkan cRNA yang tidak bertindak balas dan untuk mengurangkan
latar belakang. Reagen basuhan disediakan dengan mencampurkan 2.25 ml larutan
basuhan E1BC (dibekalkan oleh pengeluar) dengan 750 ml air bebas-nuklease. Cip
mikroatur dibasuh dengan 250 ml larutan E1BC (Illumina) dengan merendam cip
tersebut dan dikocak menggunakan penggoncang orbital selama 15 min. Cip
kemudian dipindahkan ke dalam bekas yang mengandungi 250 ml 100% etanol dan
diagitasi selama 10 min. Larutan baru E1BC disediakan dan cip dipindahkan serta
dikocak semula di dalam larutan ini selama 2 min. Selepas dibasuh, cip akan dirawat
dengan reagen pemblokan (blocking reagent) untuk mengurangkan latar belakang.
Sebanyak 4 ml penimbal pemblokan E1 dipipet ke dalam bekas khas. Cip direndam
di dalam larutan ini dan digoyangkan kiri dan kanan menggunakan pelantar goyang
pada kelajuan sederhana selama 10 min. Kemudian proses pengesanan dengan
streptavidin-Cy3 dilakukan dengan merendam dan menggoyangkan cip tersebut
dengan campuran 2 ml larutan E1 dan 2 pg streptavidin-Cy3 selama 10 min. Cip
kemudian dibilas semula dengan 250 ml larutan EIBC selama 5 min dengan
digoncang perlahan menggunakan pengoncang orbital. Selepas itu, cip dikeringkan
dengan mengempar menggunakan adapter pada kelajuan rendah 275 g selama 4 min.
Cip yang telah kering disimpan di dalam gelap atau terus diimbas. Pengimbasan cip
dilakukan menggunakan alat pengimbas laser BeadArray (Illumina). Keseluruhan

proses imbasan dan pengekstrakan isyarat imej adalah automatik sepenuhnya.

3.10.3 Analisis Data

Peringkat pertama analisis data mikroatur dijalankan menggunakan perisian

BeadStudio (Illumina). Perisian BeadStudio melakukan dua jenis analisis data:

1) Analisis Gen
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- Menentukan tahap isyarat ekspresi gen dan menentukan samada ekspresi

gen dapat dikesan

2) Analisis Perbezaan
- Menentukan samada tahap ekspresi gen berubah antara dua kumpulan

eksperimen secara signifikan

Perisian ini juga boleh melakukan penvisualan data secara:
1) Plot serakan
2) Diagram analisis gugusan (dendogram)

3) Laporan ringkasan kawalan

Perisian BeadStudio melaporkan prestasi eksperimen berdasarkan sistem
kawalan dalaman. Terdapat tujuh kategori kawalan yang digunakan merangkumi
spesimen biologi yang digunakan, perlabelan sampel, hibridisasi dan generasi

isyarat. Analisis lanjutan dilakukan menggunakan perisian GeneSpring 12.0

3.11 ANALISIS EKSPRESI PROTEIN

Sintesis dan kawal selia protein bergantung kepada keperluan dan fungsi protein
tersebut di dalam sel. Pelan induk untuk protein yang terdapat di dalam sel adalah
disimpan di dalam DNA dan diterjemahkan oleh proses transkripsi untuk
menghasilkan mRNA. Mesej yang dikodkan oleh mRNA kemudiannya
diterjemahkan ke dalam protein. Transkripsi adalah pemindahan maklumat dari
DNA untuk mRNA dan terjemahan adalah sintesis protein berdasarkan urutan yang
ditetapkan oleh mRNA. Pengekspresan protein merujuk kepada cara di mana protein
disintesis, diubah suai dan dikawal selia dalam organisma hidup. Di dalam kajian ini
protein yang dihasilkan oleh sel dan tisu telah dikaji dengan menggunakan kaedah

pemblotan western dan imunohistokimia.

3.11.1 Pemblotan Western

Ekstrakan protein dari titisan sel AS549 untuk kegunaan pemblotan Western

dilakukan berdasarkan protokol Abcam® tanpa sebarang perubahan. Susulan
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daripada itu, kepekatan protein ditentukan dengan menggunakan Quick Start
Bradford Protein Assay dari Biorad® berdasarkan protokol yang dinyatakan tanpa
perubahan dilakukan. Kemudiannya pemblotan Western dimulakan dengan
ekstrakkan protein titisan sel A549 diasingkan dengan menggunakan 10% SDS-
PAGE dan kemudiannya dipindahkan ke membran nitroselulose. Membran ini
seterusnya diblokkan dengan menggunakan 5% susu skim yang berada di dalam
TBS-T (25 mM Tris, pH 7.6, 138mM NaCl dan 0.05% Tween-20) selama satu jam.
Selepas itu membran ini dieram dengan antibodi primer (kepekatan 1: 1000). Ekoran
daripada itu, pencucian bersiri dilakukan sebelum pendedahan antibodi sekunder
(kepekatan 1:1000) dan rawatan horseradish peroxidase (HRP) dilakukan. Isyarat
imuno-reaktif  dikesan dengan menggunakan sistem ECL (enhanced

chemiluminescent).

3.11.2 Imunohistokimia

Pewarnaan imunohistokimia dimulakan dengan pembuangan parafin pada slaid tisu.
Slaid tisu direndam dalam 1X larutan penimbal sitrat (pH 6.0) dan dimasukkan ke
dalam oven untuk dipanaskan pada suhu 125°C selama 4 min dan pada suhu 90°C
selama 45 min sebelum dikeluarkan dan dibiarkan sejuk seketika pada suhu bilik.
Kemudiannya Larutan 1X larutan penimbal sitrat (pH 6.0) dikeluarkan dan
dimasukkan 1X larutan penimbal sitrat yang baru serta dieram dalam oven pada
suhu 90°C selama 20 min sebelum dikeluarkan dan disejukkan untuk seketika.
Langkah ini diulangi dengan mengantikan larutan penimbal sitrat kepada 1X larutan
penimbal Tris/EDTA (pH 9.0). Seterusnya slaid dipindahkan ke dalam larutan HCl
(2N pada pH 0.6 — 0.9) dan dieramkan selama 15 min pada suhu bilik. Slaid terus
dipindahkan ke bekas yang berisi 0.1% tripsin setelah rawatan HCI dan diletakkan di
atas alat penggoyang selama 25 min pada suhu bilik. Langkah kedua pewarnaan
imunohistokimia adalah rawatan antibodi. Slaid direndamkan pada 3% H,0, dan 1X
larutan PBS pada suhu bilik selama 10 min dan dikeluarkan untuk dicucikan dengan
air paip. Kemudiannya slaid direndam dalam larutan pemblokan (Dako) selama 10
min sebelum dicuci dengan air paip. Antibodi primer yang telah dilarutkan pada
nisbah 1:450 dugunakan untuk mengeramkan slaid semalaman pada suhu 4°C dan

pencucian 1X larutan PBS dilakukan selepas pengeramam. Seterusnya, antibodi
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sekunder (Dako) dititiskan pada permukaan slaid yang mengandungi tisu dan
dieramkan selama 30 min pada suhu bilik dan dicuci dengan 1X larutan penimbal
PBS. Langkah berikutnya adalah menitiskan substrat pada kawasan tisu dan
dieramkan pada suhu bilik selama 6 min sebelum dicucikan dengan air paip. Akhir
sekali, slaid diwarnakan dengan hematoxilin selama 1 min seterusnya dicucikan
dengan menggunakan air paip dan dibiarkan terhidrat pada suhu bilik sebelum

ditutupkan bahagian slaid bertisu dengan penutup kaca slaid.

3.12 INTERFEREN RNA SECARA IN VITRO DAN IN VIVO

Seperti dinyatakan pada bab kedua, teknik gangguan RNA adalah satu kaedah
perencatan—-gen pasca transkripsi dimana kehadiran bebenang RNA dupleks yang
spesifik pada pencetus RNA di dalam sel akan menyebabkan degradasi pencetus
RNA tersebut. Fenomena gangguan RNA pertama kali dilaporkan oleh Napoli dan
Jorgensen pada tahun 1990, dimana fenomena ini pada mulanya diperhatikan

berlaku pada bunga petunia (Nykanen et al. 2001; Schwarz et al. 2002).

Eksperimen RNAi1 adalah menggunakan RNA dupleks kecil bersaiz antara
12 hingga 21 pasangan bes untuk melakukan gangguan RNA RNA dupleks kecil ini
dipanggil RNA pengganggu kecil ataupun small interfering RNA (siRNA). Terdapat
beberapa kaedah untuk menjana siRNA. Cara termudah ialah dengan menggunakan
kaedah sintesis kimia untuk menghasilkan dua RNA komplementari dan hibridisasi
menggunakan reagen yang sesuai (Elbashir et al. 2001; Schomber et al. 2004; Shen
& Reske 2004). Kelemahan ketara kaedah ini ialah kos sintesis yang tinggi dan
kepekatan siRNA yang tinggi diperlukan untuk mendapatkan kesan perencatan yang
optimum. Kaedah kedua adalah melibatkan sintesis siRNA menggunakan teknik
transkripsi in vitro. Cara ini lebih murah dan memerlukan jumlah siRNA yang lebih
rendah untuk merencatkan aktiviti gen yang dikehendaki (Donze & Picard et al.
2002; Sohail et al. 2003; Sui et al. 2002). Kedua-dua kaedah yang disebutkan ini
masih memerlukan 2 hingga 4 pasangan siRNA berlainan disintesis dan digunakan
secara serentak untuk mendapatkan kesan perencatan maksimum. Kaedah ketiga
melibatkan penghasilan koktail siRNA merangkumi kawasan sasaran yang lebih

besar (Yang et al. 2002; Calegari et al. 2002). Ia melibatkan kombinasi PCR dan
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transkripsi in vitro untuk menghasilkan bebenang RNA dupleks yang panjang
(hingga beberapa ratus pasangan bes). Bebenang RNA ini kemudian dicernakan oleh
enzim Ribonuklease III E. coli untuk menghasilkan siRNA bersaiz antara 12 hingga
14 pb.

3.12.1 Pembangunan Asai Penskrinan Dan Pengoptimuman Transfeksi siRNA
Pada Sel A549

Pengoptimuman transfeksi siRNA adalah penting bagi memastikan kejayaan
penindasan gen pada kajian seterusnya. Terdapat dua jenis kit pengoptimuman
siRNA yang ditawarkan oleh Dhamacon, tetapi bagi kajian ini hanya siGENOME
RTF Optimization kit 1 digunakan (Dharmacon™ - Reverse Transfection
Optimization Plates protocol). Ini adalah kerana syarikat Dharmacon telah membuat
kajian transfeksi ke atas titisan sel A549 menggunakan 4 jenis reagen transfeksi,
DF1, DF2, DF3 dan DF4. Kajian yang dilakukan oleh Dharmacon telah menentukan
reagen transfeksi DF1 memberi tindak balas penindasan gen yang paling optimum
pada titisan sel AS549. Berdasarkan keputusan kajian itu, reagen transfeksi DF1
digunakan untuk menentukan optimum transfeksi berbalik siRNA pada titisan sel

AS549.

Sebelum memulakan kajian pengoptimumam transfeksi siRNA, sejumlah
8X10° titisan sel A549 telah dikulturkan pada flaks kultur selama 4 hari dan
melakukan penukaran medium kultur setiap 2 hari. Apabila sel yang dikultur telah
mencapai hampir 80% memenuhi ruang kultur flaks, sel dikeluarkan dengan rawatan
tripsin dan dikulturkan semula ke dalam plat siGENOME RTF Optimization kit 1
(Dharmacon) dengan jumlah titisan sel yang berlainan antara telaga berdasarkan

rekaan kajian.

Setiap plat siGENOME RTF Optimization kit 1 mengandungi dua lajur
telaga yang tidak mempunyai siRNA, lima lajur telaga yang mempunyai siRNA
kawalan negatif (siRNA yang tidak mensasarkan gen) dan lima lajur telaga yang
mempunyai siRNA kawalan positif (GAPDH). Langkah pertama, sebelum
memulakan kajian plat siGENOME RTF Optimization kit 1 adalah DCCR

dikeluarkan dan diletakkan di luar untuk memperimbangkan suhu plat dan reagen ke
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suhu bilik. Sementara menunggu plat mencapai suhu bilik, plat baru yang bertelaga
96 dikeluarkan untuk kegunaan penyediaan reagen hidrasi semula siRNA yang
berbentuk serbuk. Bermula dari sudut kanan bawah plat, pencairan induk dilakukan

seperti mana kuantiti DCCR yang disebutkan di dalam buku protokol produk.

Jadual 3.1 Kuantiti reagen DCCR yang ditambahkan ke dalam telaga mengikut
susunan

Telaga Isipadu ‘
E12 - H12 476
E11-H11 340
E10 - H10 340

E9-H9 340

E8 - H8 340

Selepas menambah reagen DCCR ke dalam telaga, sebanyak 42 pL reagen
transfeksi DF1 ditambah ke dalam telaga-telaga yang berada pada baris ke-12 plat
dan campuran reagen dicampurkan dengan pipet beberapa kali secara perlahan-lahan

supaya gelembung udara tidak terbentuk.

Jadual 3.2 Kuantiti transfeksi reagen DF1 yang ditambahkan ke dalam telaga ke-

12.
Telaga DharmaFECT siRNA
Reagen Transfeksi
E12 42 uL
F12 42 uL
GI12 42 uL
H12 42 uL

Secara amnya, langkah pertama dan langkah kedua adalah seperti pada rajah 3.2
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Rajah 3.2 Gambaran percampuran reagen DCCR dan reagen transfeksi DF1 di
dalam plat bertelaga 96.

Sumber: (Ubahsuaian Protokol Dharmacon siRNA, 2010)

Pencarian tiga kali secara bersiri dilakukan selepas langkah 1 dan langkah 2
dengan memindahkan campuran reagen (DCCR dan DF1) sebanyak 170 pL dari
setiap telaga pada baris ke-12 ke telaga-telaga yang sepadan pada baris ke-11.
Selepas itu campuran yang telah dipindahkan dicampurkan secara pipet perlahan-
lahan untuk seketika. Seterusnya pencairan bersiri diteruskan dengan pemindahan
170 uL campuran reagen dari telaga baris ke-11 lajur ke telaga-telaga yang sepadan
pada baris ke-10 di dalam plat. Corak pemindahan campuran reagen diteruskan
sehingga ke telaga baris ke-8 di sebelah kiri plat seperti yang ditunjukkan pada rajah
3.3.

Rajah 3.3  Corak pencairan bersiri 3 kali yang dilakukan bermula dari baris ke-12
jalur E hingga H pada plat hingga ke baris ke-8 jalur E hingga H pada
plat. Setiap kali pemindahan, sebanyak 170 pL campuran reagen
dipindahkan.

Sumber: (Ubahsuaian Protokol Dharmacon siRNA, 2010)
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Selepas lengkapnya pemindahan reagen hidrasi dari telaga baris ke-12
hingga telaga baris ke-8 dari lajur E hingga H, kerja-kerja pemindahan reagen
hidrasi diteruskan dengan pemindahan 170 pL reagen hidrasi dari baris ke-8 hingga
baris ke-12 lajur H ke lajur D baris ke-8 hingga baris ke-12. Corak pemindahan
diteruskan sehingga lajur A baris ke-8 hingga baris ke-12 pada plat dipenuhi (Rajah
3.4).

Rajah 3.4 Corak pemindahan reagen hidrasi dari lajur D baris ke-8 ke baris ke-12
hingga lajur A baris ke-8 ke baris ke-12. Setiap pemindahan adalah 170
uL reagen hidrasi.

Sumber: (Ubahsuaian Protokol Dharmacon siRNA, 2010)

Reagen hidrasi telah disediakan setelah selesai proses pemindahan ke telaga-
telaga yang dinyatakan. Seterusnya, siRNA di dalam plat siGENOME RTF
Optimization kit dihidratkan semula dengan menggunakan reagen hidrasi seperti
yang dijelaskan di dalam rajah 3.5 di mana sebanyak 25p L reagent hidrasi

dikeluarkan dan diletakkan ke dalam setiap telaga yang sepadan.
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Rajah 3.5  Corak hidrasi plat siGENOME RTF Optimization kit dengan reagen
hidrasi yang disediakan.

Sumber: (Ubahsuaian Protokol Dharmacon siRNA, 2010)

Plat siGENOME RTF Optimization kit dieram selama 20 minit pada suhu
bilik untuk membenarkan reagen hidrasi berkompleks dengan siRNA. Kemudian
titisan sel A549 ditambah ke dalam setiap telaga mengikut reka bentuk eksperimen.
Jumlah akhir reagen (reagen hidrasi dan medium kultur) untuk setiap telaga adalah
125 pL dan kepekatan siRNA dalam setiap telaga adalah 50 nM. Selepas itu plat
siGENOME RTF Optimization kit dieram selama 48 jam di dalam pengeram pada
suhu 37°C dan berbekalkan 5% CO2. Kandungan isipadu medium kultur di dalam
setiap telaga sentiasa diperiksa untuk memastikan sel mempunyai medium kultur

yang mencukupi dan tidak berada dalam keadaan yang tertekan.
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3.12.2 Haiwan

Tikus nude yang digunakan pada kajian ini diperolehi daripada syarikat BioLASCO
Taiwan Co. Ltd. Taiwan. Sebanyak 15 ekor mencit telah digunakan dalam kajian in
vivo. Tempat melakukan kajian in vivo ini adalah di International Islamic University
Malaysia (IITUM), Kuliyah of Pharmacy, makmal asas sains perubatan. Kajian in
vivo ini telah mendapat kelulusan etika daripada badan etika haiwan IIUM

(ITUM/305/20/4/10).

3.12.3 Transplantasi Xenograf

Titisan sel A549 dikulturkan pada suhu 37°C dan 5% gas karbon dioksida dalam
medium kultur selama 5 hari sehingga 80% ruang kultur flaks dipenuhi oleh sel
kanser. Medium kultur titisan sel A549 adalah terdiri daripada 2mM L-Glutamine,
1000 U mL™" Penicilin, 10% serum fetus bovin dan medium RPMI. Sejumlah 12
ekor tikus nude jantan (umur purata 6 minggu, berat 22 — 24¢) yang dibekalkan oleh
BioLASCO Taiwan Co. Ltd. Taiwan diletakkan di dalam sangkar yang telah disteril.
Tikus nude ini telah dipelihara dengan menggunakan makanan dan air yang telah
disteril. Inokulasi tikus nude dengan menggunakan titisan sel A549 dimulakan
dengan mengeluarkan sel A549 daripada kultur flaks, dicuci dan dibancuh semula
titisan sel A549 dengan mengunakan larutan PBS 1X. Kesemua 12 mencit telah
disuntik titisan sel A549 secara subkutin bersama-sama dengan 0.2 mL PBS 1X
yang mengandungi 1 X 10° sel. Selepas inokulasi, tumor dibenarkan bertumbuh

sehingga saiz 0.8 cm’ sebelum rawatan siRNA dimulakan.
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15 tikus nude mice

3 tikus nude mice sebagai

kawalan positif (dirawat 3 tikus nude mice dirawat tikus nude mice sebagai

1 kawalan negatif (dirawat
dengan atelogen sahaja)

3 tikus nude mice tanpa
dengan siRNA tanpa sasara dengan siSON dan atelogen rawatan

dan atelogen)

Rajah 3.6  Lima belas ekor tikus nude dibiarkan sesuaikan keadaan persekitaran
selama seminggu sebelum melakukan transplan xenograf titisan sel
AS549. Transplan xenograf titisan sel A549 dilakukan secara subkutin
di bawah kulit bahagian dorsal dengan 1 X 10° sel dalam 200uL
larutan PBS. Tikus nude dibahagikan kepada empat kumpulan secara
rawak dan dibiarkan tumor bertumbuh sehingga saiz 0.8cm’ sebelum
memulakan rawatan.

3.12.4 Gangguan RNA Dalam Model Tumor Xenograf

Jadual 3.3 merupakan carta aliran yang merumuskan metodologi kajian in vivo ini
dimana langkah pertama adalah mengenalpasti jujukan siRNA yang memberikan
keputusan penindasan gen yang paling optimum. Kedua adalah penentuan dos yang
diperlukan untuk tujuan rawatan. Ketiga adalah proses transplan xenograf titisan sel
A549. Seterusnya adalah proses rawatan tikus nude yang berlangsung selama
sebulan dengan menggunakan siRNA yang dipilih dan dos yang telah ditentukan.
Akhir sekali tikus nude akan dibunuh berdasarkan panduan yang diberikan oleh

persatuan etik haiwan.
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Jadual 3.3 Carta aliran metodologi kajian in vivo

Pengoptimuman In Vitro — pemilihan jujukan siRNA

Penentuan dos siRNA dengan menggunakan
pencarian dos reaksi, ICs

Transplan xenograf A549 — secara subkutaneous

Rawatan tikus nude dilakukan selama sebulan
| [

Pencerapan hasil rawatan siRNA dengan
menggunakan model pertumbuhan kinetik tumor

3.13 Analisis Statistik

Kajian ini telah menggunakan beberapa analisis statistik seperti nilai purata
dinyatakan sebagai nilai min + sisihan piawai dan Analisis Student t-test telah
digunakan untuk mengenalpasti perbezaan signifikan keputusan ujian denagn nilai p
< 0.05 adalah dianggap sebagai signifikan. Perisian statistik yang digunakan
merupakan SPSS 12.0.
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BAB IV

KEPUTUSAN

4.1 CARIAN GEN SASARAN YANG BERPOTENSI UNTUK RAWATAN
NSCLC

Secara amnya tiga pendekatan telah digunakan untuk carian gen sasaran novel bagi
NSCLC — pencarian pangkalan data Oncomine, pencarian kajian perpustakaan
dengan menggunakan pangkalan data NCBI dan GeneCard
(http://www.genecards.org/). Ketiga-tiga pendekatan akan digabungkan dan
komplimentari antara satu sama lain bagi memperkayakan lagi informasi gen

sasaran novel.

4.1.1 Carian Pangkalan Data Oncomine Untuk Identifikasi Gen Sasaran

Seperti yang dinyatakan dalam bab sebelum ini fungsi asas Oncomine adalah untuk
mengenalpasti gen-gen novel, namun pangkalan data ini juga telah berkembang
dengan mempunyai pelbagai jenis fungsi yang membolehkan analisis lanjutan
dilakukan. Sebagai contohnya, set gen pada Oncomine boleh dihadkan
penganalisaan kepada anotasi klinikal termasuk perembesan, kinase, membran dan
sasaran pasangan gen-ubat yang telah diketahui untuk memudahkan penemuan

penanda biologi yang novel dan sasaran terapeutik.

Sejumlah 56 kajian dari pangkalan data Oncomine telah dipilih untuk
pencarian potensi gen sasaran terapi kanser paru-paru. Kumpulan kajian yang telah
dipilih diteruskan dengan pelbagai jenis analisis lanjutan yang terdapat di dalam
perisian Oncomine. Hasil analisis mendapati 235 gen dengan nilai p< 0.05 yang

muncul lebih daripada empat kali. Senarai gen kemudiannya diimport ke dalam
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suatu lagi perisian pangkalan data yang bernama GSEA (Gene Set Enrichment

Analysis) untuk analisis fungsi gen serta tapak jalan molekul gen tersebut.

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) merupakan suatu perisian komputer
yang boleh dicapai pada laman sesawang secara percuma. Tujuan utama
penganalisaan GSEA adalah untuk menyusun gen mengikut fungsi biologi dan
mengenalpasti gen sasaran yang akan digunakan pada kajian seterusnya. Analisis
data GSEA ditelitikan untuk mengenalpasti gen yang berekspresan tinggi. Gen-gen
tersebut dimasukkan ke dalam pangkalan data GSEA untuk menyaring ke atas gen
set proses biologi. Didapati, hasil saringan gen-gen, 10 gen set telah disaringkan
iaitu gen set anti-apoptosis, gen set pengawalan negatif proses apoptosis, gen set
pengawalan negatif program kematian sel, gen set pengawalan negatif proses
pertumbuhan, gen set pengawalan proses pertumbuhan, gen set pengawalan
apoptosis, gen set pengawalan program kematian sel, gen set pengawalan negatif
proses sellular, gen set pengawalan negatif proses biologi sel dan gen set
pengawalan proses pertumbuhan (Jadual 4.1). Seterusnya, dua kriteria telah
digunakan untuk memilih gen-gen yang telah disaringkan pada perisian GSEA.
Antara dua kriteria tersebut adalah gen yang meningkat pengekspresan gen pada
data set mikroatur dan gen yang boleh dijadikan sebagai sasaran ubat. Sebanyak 80
gen telah dikenalpasti dengan kaedah GSEA sebagai gen yang berpotensi sebagai
sasaran terapi bagi NSCLC.

Jadual 4.1 Hasil saringan GSEA dengan menggunakan gen-gen yang telah
disenarai pendek.

Name gen Penerangan Gen yang  Nilai p Nilai ¢
set saring
dengan
gen set
Anti- Gen-gen yang terlibat 20 239¢”  4.44¢7
apoptosis secara langsung dalam

proses anti-apoptosis

Pengawalan  Gen-gen yang terlibat 20 4.13¢  2.94¢7?
negatif dalam mengurangkan kadar

proses serta melambatkan proses

apoptosis apoptosis.

bersambung...
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Pengawalan
negatif
program
kematian sel

Pengawalan
negatif
proses
pertumbuhan

Pengawalan
proses
pertumbuhan

Pertumbuhan
sel

Pengawalan
proses
apoptosis

Pengawalan
program
kematian sel

Pengawalan
negatif
proses
sellular

Pengawalan
negatif
proses
biologi
sellular

Gen-gen yang terlibat
dalam proses melambatkan,
mengurangkan frekeunsi
program kematian sel
susulan pengaktifan
endogenous proses sel.

Gen-gen yang terlibat
dalam menghalang proses
pertumbuhan bagi
membolehkan spesifik
proses biologi berlaku.

Gen-gen yang terlibat
dalam mengawal proses
pertumbuhan bagi
membolehkan spesifik
proses biologi berlaku.

Gen-gen yang terlibat
dalam mengawal proses
pertumbuhan serta
pembentukan struktur tisu.

Gen-gen yang terlibat
dalam proses apoptosis sel

Gen-gen yang terlibat
dalam proses kamatian sel
sama ada tapak jalan
intrinsik atau ekstrinsik

Gen-gen yang terlibat
dalam pengawalan isyarat
sellular yang teraktif atau
terangsang oleh proses
fosforilasi yang berlaku di
dalam sel.

Gen-gen yang terlibat
dalam pengawalan proses
biologi yang teraktif
pengekspresan gen.
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Entrez Gene E S E D ﬂ 3 EE & E ; Gene
Gene Id Symbol 42( Ly Y2y E Y Y E 2 Description
662 BNIP1 .-.-.-.... S BCL2/adenovirus E1B 19kDa interacting protein 1
1053 HTATIP2 [ | NN B B | 5 vt Tt interactive protein 2, 30kDa
332 BIRCS 5 baculoviral 1AP repeat containing 5
2308 FOXO1 5 forkhead box 01
8837 CFLAR . . . S CASPE and FADD-like apoptosis regulator
3065 HDAC1 S histone deacetylase 1
4170 MCL1 5 myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)
3539 APIS L[] Bl & | s apotosis inhibitor 5
8382 NMES 5 non-metastatic cells 5, protein expressed in (nucleoside-diphosphate kinase)
6347 CCLZ 5 chemokine (C-C motif) ligand 2
6422 SFRPL . . . S secreted frizzled-related protein 1
9220 TIAFL S TGFB1-induced anti-apoptotic factor 1
4671 NAIP S NLR family, apoptosis inhibitory protein
6651 SON HEE Il 2| = son ona binding protein
9530 BAGY 5 BCL2-associated athanogene 4
8682 PEALS 5 phosphoprotein enriched in astrocytes 15
8887 TAX1BP1 . . . S Taxl (human T-cell leukemia virus type I) binding protein 1
8678 BECNL S beclin 1, autophagy related
9214 FAIM3 S Fas apoptotic inhibitory molecule 3
5055 SERPINE2 . . . 5 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 2
22871 NLGN1 5 neuraligin 1
55109 AGGFL . 5 angiogenic factor with G patch and FHA domains 1
655 BMP7 - -- 5 bone morphogenetic protein 7

Rajah 4.1 “Heat-map” hasil saringan senarai gen yang disenarai pendek.

4.1.2 Pembinaan Tapak Jalan Biologi Molekul NSCLC

Di dalam analisis tapak jalan biologi molekul, perisian Pathway Studio 7.0 yang
digunakan merupakan kombinasi pangkalan data ResNet 3.0 dan ResNet Core.
Gabungan pangkalan data ini mempunyai ~ 650,000 binari hubungan yang
merupakan hubungan mekanisme molekul seperti pengikatan molekul, pengikatan
promoter, pengekspresan, pengawalan dan sebagainya dengan pelbagai jenis objek
seperti protein, kompleks protein, molekul kecil, proses selular dan sebagainya.
Semua senarai gen yang diekstrak diimport ke dalam perisian Pathway Studio 7.0
untuk analisis tapak jalan biologi molekul. Pada permulaannya, gen diimport ke
dalam perisian untuk analisis tanpa memperbahagikan mengikut fungsi gen. Oleh
kerana hanya nama gen sahaja dimasukkan maka pemilihan fungsi analisis Gene and

aliase digunakan tanpa memilih jenis teknologi mikroatur.
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Analisis tapak jalan biologi molekul diperincikan lagi dengan pembahagian
gen mengikut fungsi biologi masing-masing. Tujuan utama analisis ini adalah untuk
mengenalpasti serta memahami interaksi antara gen agar sasaran gen dapat dipilih
serta dapat memberikan kesan rawatan pada kanser paru-paru. Secara keseluruhan,
sebanyak empat jenis tapak jalan biologi molekul dapat diasingkan dari sejumlah
235 gen yang dianalisa. Tapak jalan tersebut adalah tapak jalan angiogenesis (Rajah
4.2), tapak jalan aktiviti telomerase (Rajah 4.3), tapak jalan anti-apoptosis (Rajah
4.4) serta tapak jalan metastasis (Rajah 4.5).

bersambung...
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...sambungan

Rajah 4.2 Analisis Pathway Studio 7.0 yang mempaparkan gambaran
keseluruhan interaksi antara gen-gen terpilih dalam bentuk tapak
jalan biologi molekul.
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Rajah 4.3 Analisis tapak jalan biologi molekul bagi gen-gen yang terlibat dalam
tapak jalan angiogenesis.
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Rajah 4.4 Analisis tapak jalan biologi molekul bagi gen-gen yang terlibat dalam
aktiviti telomerase



&3

Rajah 4.5 Analisi tapak jalan biologi molekul bagi gen-gen yang terlibat dalam
tapak jalan anti-apoptosis.
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Rajah 4.6 Analisis tapak jalan biologi molekul bagi gen-gen yang terlibat dalam
mekanisme metastasis.

Analisis tapak jalan biologi molekul adalah bertujuan untuk mengenalpasti

gen-gen pengutus yang berpotensi dalam mengawal selia tahap pengekspresan gen-
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gen utama yang mempengaruhi kemandirian sel, membantut pertumbuhan sel serta

mengarahkan sel melakukan proses apoptosis.

Sejumlah 80 gen telah dipilih sebagai sasaran terapi bagi kanser paru-paru
(Jadual 4.2). Kebanyakan gen-gen yang dipilih adalah terlibat dalam tapak jalan
anti-apoptosis (37.5%), aktiviti telomerase (23.75%), angiogenesis (21.25%) dan

mekanisme metastasis (17.5%).

Jadual 4.2 Senarai gen yang dipilih untuk ujikaji sasaran terapi bagi kanser paru-
paru.
Tap?lk Ja.lan Gen
biologi

Angiogenesis ANGPT2, FGF2, EPAS1, ANG, JAGI, PGF, MMPI9,
TNFRSF12A, PLXDC1, ANPEP, EROIL, AGGFI1, TEKTI,
RSPHI1, LONRF1, LONP2, LRRC23

Aktiviti HDACI1, POT1, RAD50, TEP1, RFC1, POT2, PPAR, DCHS,
telomerase TMEM30B, DNHD1, DREV1, TOR1B, ADCY3, TINF2, PTGES3,
BMP7, DNAH10, DYNLRB2, ATP6AP2

Metastasis IGF2R, HSP90, PCDHBI11, ANGPT2, IKBKB, NARGI1, TNKS,
TUBAS, DSG1, DCHS1, NLGNI1, KDR, NRP1, ATPIBI

Anti- APIS, SON, FOXO1, CFLAR, TIAF1, MYBL2, FAIM3, BIRCS,

apoptotik MCLI, PKD1, NRG2, FLT1, TINF, CAPS, DPP4, PEA15, SFRPI,
TERF2, BNIPI, BECNI, NAIP, CCL2, PSMA6, TAXIBPI,
TGFB1, SERPINB2, BAG4, NMES, SPHK2, HTATIP2

4.2 KESAN PENYENYAPAN GEN PADA VIABILITI DAN
KEMOSENSITIVITI SEL A549

Dalam kajian ini, plat penskrinan High Throughput (HTS) telah diperolehi daripada
Dharmacon Co. dengan setiap satu telaga plat mengandungi empat jujukan siRNA
yang mensasarkan satu gen sasaran yang dipilih. Sebanyak 80 gen telah dipilih
untuk saringan siRNA dimana empat jujukan siRNA yang mensasarkan gen sasaran

telah digunakan.
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4.2.1 Pembangunan Asai Penskrinan dan Pengoptimuman Transfeksi siRNA
Dalam Sel A549

Seperti yang disebutkan pada bab sebelum ini, pengoptimuman tindak balas siRNA
diperlukan agar keputusan yang optimum penindasan gen dapat diperolehi. Titisan
sel yang berlainan memerlukan reagen transfeksi yang berlainan seperti yang
dinyatakan dalam protokol Dharmacon. Reagen transfeksi DF1 telah digunakan
dalam eksperimen ini. Reagen Transfeksi DF2, DF3 dan DF4 tidak digunakan
kerana didapati bahawa dalam kajian siRNA transfeksi ke hadapan pada titisan sel

A549, DF1 memberikan hasil penindasan gen yang paling optimum.

Plat bertelaga 96 dibahagikan kepada beberapa barisan. Setiap baris telaga
telah trans-kultur dengan kuantiti titisan sel A549 yang berlainan dan kepekatan
reagen transfeksi DF1 yang berlainan. Berikut adalah reka bentuk kajian
pengoptimuman siRNA (Rajah 4.7). Setiap parameter eksperimen adalah diulangi
sebanyak 5 kali. Setiap telaga plat pengoptimuman transfeksi siRNA mengandungi
50nM siRNA.

20,000 sel
10,000 sel

5,000 sel
2,500 sel
20,000 sel
10,000 sel
5,000 sel
2,500 sel

T Ve W Ve e WS

Rajah 4.7: Reka bentuk kajian pengoptimuman transfeksi siRNA pada plat
siGENOME RTF Optimization kit.

Sumber: (Protokol Dharmacon siRNA, 2010)
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Dua kawalan positif telah digunakan dalam kajian pengoptimuman siRNA
ini iaitu titisan sel A549 tanpa sebarang siRNA dan titisan sel A549 yang
dikulturkan bersama siRNA tanpa sasaran (siRNA yang tidak mensasarkan sebarang
gen) (Rajah 4.8). Manakala siRNA ujian merupakan siGAPDH, iaitu siRNA yang
mensasarkan gen GAPDH.

bersambung...
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d)

Rajah 4.8

89

Keputusan kajian pengoptimuman transfeksi siRNA yang diuji
dengan reagen transfeksi DF1 yang berlainan kepekatan (a) DF1 =
0.025 pL, (b) DF1 = 0.075 pL, (¢c) DF1 = 0.225 pL, (d) DF1 = 0.675
puL dan (e) DF1 = 2.025 pL serta kuantiti sel A549 yang berlainan.
Kawalan yang digunakan dalam perbandingan transfeksi siGAPDH
merupakan transfeksi siRNA tanpa sasaran serta tiada transfeksi
siRNA digunakan.
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Berdasarkan keputusan kajian pengoptimuman transfeksi siRNA (Rajah 4.8),
mendapati bahawa kepekatan optimum reagen transfeksi DFI untuk menindas
pengekspresan gen GAPDH yang ada pada titisan sel A549 adalah pada kepekatan
0.225 pL. Pada kepekatan yang melebihi daripada 0.225 pL, DF1 didapati akan
memberikan kesan toksik pada titisan sel AS549. Secara keseluruhannya tiada
perbezaan ketara pada penggunaan kuantiti sel dalam menindas pengekspresan gen
GAPDH pada sel A549 bagi transfeksi reagen DF1 yang kurang daripada 0.225uL,
p=0.35. Maka boleh disimpulkan bahawa 50 nM siRNA adalah memadai untuk
menindas pengekspresan gen GAPDH pada jumlah titisan sel yang berlainan

sehingga 20,000 titisan sel A549 pada setiap telaga.

4.2.2 Kesan Saringan siRNA Gen Sasaran Pada Viabiliti Sel A549

Transfeksi siRNA gen-gen sasaran dilakukan dengan menggunakan Dharmacon
transfeksi reagen DF1 0.225 uplL diletakkan pada setiap telaga yang telah
mengandungi 50 nm siRNA. Setiap telaga plat penskrinan diletakkan sejumlah
10,000 sel A549 dan ujikaji ini diulangi sebanyak 3 kali. Rajah 4.9 merupakan
keputusan penskrinan yang dinyatakan dalam peratusan proliferasi sel dengan
perbandingan antara kawalan positif dan telaga yang menerima rawatan siRNA gen
sasaran. Formula matematik pengiraan peratusan proliferasi sel adalah seperti

berikut:

Peratusan viabiliti sel [siIRNA sasaran] =

[Luminesen siRNA tanpa sasaran] — [Luminesen gen sasaran] X 100%
Luminesen siRNA tanpa sasaran

Di dalam kajian ini, kawalan positif yang digunakan merupakan siRNA
tanpa sasaran. Ini adalah kerana berdasarkan keputusan pengoptimuman transfeksi
siRNA mendapati bahawa tiada perbezaan ketara antara transfeksi siRNA tanpa
sasaran dengan transfeksi siGAPDH, p = 0.56. Maka siRNA tanpa sasaran dijadikan
sebagai penunjuk kawalan transfeksi dalam kajian saringan siRNA. Manakala suatu
siRNA yang mensasarkan gen Bcl-2 telah ditambahkan ke dalam plat penskrinan

sebagai penanda pemilihan gen untuk kajian seterusnya. Gen telah Bcl-2 dipilih
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sebagai gen penanda piawaian kerana gen tersebut telah terbukti kesannya pada
patogenesis kanser paru-paru serta banyak ubat molekul kecil telah dibangunkan
untuk mensasarkan gen tersebut telah memasuki kajian klinikal ketiga atas
keputusan rawatan yang memberangsangkan (Oltersdorf et al. 2005; Vogler et al.

2008).

a) b)

bersambung...
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e)

g)

h)
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bersambung...
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...sambungan

i) 3

Rajah 4.9 Graf a-j merupakan keputusan HTS siRNA dengan setiap plat
mempunyai 10,000 sel A549, 50 nM siRNA dan 0.225pL reagen
transfeksi DF1.

Berdasarkan keputusan penskrinan siRNA yang diperolehi, didapati terdapat 11 gen
yang memberikan keputusan yang positif. Gen-gen tersebut adalah API5, FAIM3,
MCL1, TIAF1, PCDH11, BIRC5, PSMA6, CFLAR, SON, ANG dan FGF2. Rajah
4.10 menunjukkan rumusan keputusan penskrinan. Daripada keputusan kajian
mendapati kebanyakan gen yang memberikan keputusan yang positif adalah terdiri
daripada gen-gen yang terlibat dalam aktiviti anti-apoptotik, manakala pada

kedudukan kedua merupakan gen yang terlibat dalam aktiviti metastasis (Rajah 4.10

(b)).
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Taburan HTS RNAI Tapak Jalan Biologi Yang Memberikan
Keputusan Positif

8%

@ Anti-apoptotik
W Angiogenesis

H Metastatik

25%
@ Aktiviti

Telomerase

Rajah 4.10  Rumusan keputusan penskrinan siRNA, kehilangan fungsi gen, yang
menyebabkan pengurangan viabiliti sel. (a) Senarai gen yang
memberikan keputusan positif ujian siRNA. (b) Carta pai taburan
fungsi biologi yang memberikan keputusan positif siRNA.
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4.2.3 Kesan Penyenyapan Gen Sasaran ke atas Sensitiviti Sel A549 Terhadap
Cisplatin

Ujikaji  seterusnya adalah untuk mengenalpasti gen-gen yang berupaya
meningkatkan sensitiviti sel kanser A549 terhadap cisplatin apabila ekspresi gen-gen
ini direncat. Pencarian keluk dos respons cisplatin pada 10,000 titisan sel A549
yang dilakukan secara berulang sebanyak tiga kali mendapati pendedahan kepada
cisplatin selama 24 jam dan pada kepekatan cisplastin 5 uM, viabiliti sel A549 akan
mula menurun (Rajah 4.11 (a)). Manakala kajian yang sama diulangi dengan
perubahan jangka masa pendedahan cisplatin ke 48 jam mendapati bahawa dos titik
reaksi cisplatin pada titisan sel A549 menurun ke 4 uM walaupun isipadu medium

kultur serta jumlah sel adalah sama.

a.
Dos Titik Reaksi A549 Terhadap Pendedahan Cisplatin Selama
24 Jam

120
a 100 "A—‘—ﬁ—‘\‘\
[0}
! \\
E 60 —— 24 jam pendedahan
[
i 40 \‘\‘\‘A
"

0 I I I I I I [ [ [ [

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Cisplatin (uM)
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b.

Dos Titik Reaksi A549 Terhadap Pendedahan Cisplatin Selama
48 Jam

120

100 ﬂ—l—t\‘\‘\
80

)

0

% 60 \‘\‘\ ——48 jam pendedahan
©

> w0 e,

s

20
0 ] ] ] ] ] ] ] ] ] ]

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Cisplatin (uM)

Rajah 4.11:  Graf dos titik reaksi sel A549 terhadap rawatan cisplatin. (a)
merupakan pendedahan sel A549 kepada cisplatin selama 24 jam
pada kepekatan yang berlainan. (b) merupakan pendedahan sel A549
kepada cisplatin selama 48 jam.

Berdasarkan keputusan kelok dos respons sel AS549 terhadap rawatan
cisplatin, dos 3 uM dengan pendedahan selama 48 jam merupakan dos minima
cisplastin yang dipilih dimana viabiliti sel A549 masih tidak terganggu. Maka
penskrinan gen yang meningkatkan sensitiviti terhadap cisplatin pada sel A549
dilakukan dengan mendedahkan sel kepada 50nM siRNA selama 24 jam diikuti
dengan pendedahan dos subletal 3uM cisplatin selama 48 jam. Data yang diperolehi
digunakan dalam pengiraan peratusan viabiliti sel berdasarkan formula pengiraan
matematik yang berikut:

Peratusan viabiliti sel [sIRNA sasaran] =

[Luminesen siRNA tanpa sasaran] — [Luminesen gen sasaran] X 100%
Luminesen siRNA tanpa sasaran
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1.

Rajah 4.12  Keputusan HTS siRNA-cisplatin (a-j) dengan setiap plat mempunyai
10,000 sel A549 dirawat dengan 0.225 pL reagen transfeksi DF1 dan
50 nM siRNA selama 24 jam diikuti pula dengan rawatan cisplatin 3
uM selama 48 jam.
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Rajah 4.12 menunjukkan keputusan penskrinan kehilangan fungsi gen yang
dapat meningkatkan sensitiviti sel AS549 terhadap rawatan cisplatin. Secara
keseluruhan terdapat 13 gen yang memberikan keputusan peningkatan sensitiviti
yang paling ketara dalam ujikaji penskrinan rawatan siRNA dan cisplatin. Gen-gen
tersebut adalah TNFSF12, JAG1, EPAS1, FGF2, SPHK2, TERF2, MCL1, FLT1,
API5, SON, PLXDC1, ATP6AP2 dan PSMAG. Rajah 4.13 menunjukkan rumusan
keputusan penskrinan siRNA dan sensitiviti pada cisplatin selepas rawatan siRNA.
Daripada keputusan yang diperolehi mendapati bahawa kebanyakkan gen yang
memberikan keputusan positif adalah terdiri daripada gen yang terlibat dalam
aktiviti angiogenesis, metastasis dan aktiviti telomerase (Jadual 4.3). Keputusan ini

adalah amat berlainan dengan keputusan penskrinan siRNA.

Rajah 4.13  Rumusan keputusan penskrinan kehilangan fungsi gen meningkatkan
sensitiviti sel A549 terhadap cisplatin. Rajah merupakan keputusan
perbandingan antara peratusan survival titisan sel A549 yang dirawat
dengan siRNA dan titisan sel yang dirawat dengan siRNA dan
cisplatin.
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Jadual 4.3  Senarai gen dan fungsi biologi yang memberikan keputusan positif
penskrinan siRNA dan sensitiviti cisplatin.

a)
Penskrinan siRNA (Gen) Fungsi Biologi
API5 Anti-apoptotik
FAIM3 Anti-apoptotik
MCL1 Anti-apoptotik
TIAF1 Anti-apoptotik
PCDHB11 Metastatik
BIRC5 Anti-apoptotik
PSMAG Modifikasi protein
CFLAR Anti-apoptotik
SON Kitaran sel
ANG Angiogenesis
FGF2 Angiogenesis
b)
Penskrinan sensitiviti kemoterapi (Gen)  Fungsi Biologi
TNFSF12A Angiogenesis
JAG1 Angiogenesis
EPAS1 Angiogenesis
FGF2 Angiogenesis
PLXDC1 Angiogenesis
SPHK?2 Anti-apoptotik
TERF2 Kitaran sel
MCL1 Anti-apoptotik
FLT1 Angiogenesis
ATP6AP2 Angiogenesis
PSMAG Modifikasi protein
API5 Anti-apoptotik
SON Anti-apoptotik

Di dalam kedua-dua kajian penskrinan kehilangan fungsi gen dan kajian
penskrinan sensitiviti kemoterapi mendapati bahawa fungsi biologi gen-gen adalah
amat berlainan. Gen yang terlibat dalam fungsi anti-apoptotik didapati sebahagian
besarnya dapat mengurangkan proliferasi sel dalam penskrinan kehilangan fungsi
gen manakala pada penskrinan sensitiviti cisplatin kehilangan fungsi gen anti-
apoptotik kurang memberikan kesan pengurangan sel. Malahan dalam penskrinan
sensitiviti cisplatin keputusan positif adalah lebih ketara pada gen yang terlibat

dalam fungsi angiogenesis (Jadual 4.3).
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Secara keseluruhan, terdapat lima gen yang memberikan keputusan positif
yang signifikan pada kedua-dua kajian penskrinan. Gen-gen tersebut adalah SON,
API5, FGF2, MCL1 dan PSMAG. Antara kelima-lima gen tersebut, kehilangan
fungsi gen SON mengurangkan proliferasi sel A549 dengan paling banyak (50%
bagi penskrinan siSON dan cisplatin serta 30% bagi penskrinan siSON).

4.3 ANALISIS FUNGSI GEN SON

Berdasarkan kajian lepas didapati gen-gen yang terlibat dalam kerintangan cisplatin
kebanyakkan adalah melibatkan domain-domain pengikat DNA dan RNA. Antara
molekul protein yang mempunyai domain tersebut adalah protein ERCC1, BRCAL,
Topoisomerase II, HMGI1 dan sebagainya (Cobo et al 2007; Friboulet et al. 2013;
Rosell et al. 2003). Domain pengikat DNA dan RNA adalah penting dalam
memastikan kestabilan ikatan DNA dan RNA serta memastikan ketepatan

pembaikan DNA dan RNA.

Berikutan daripada keputusan penskrinan siRNA yang mendapati bahawa
terdapat beberapa gen yang memberikan keputusan positif dan berkesan untuk
mengurangkan pertumbuhan sel AS549 apabila ditindas pengekspresannya serta
meningkatkan sensitiviti sel pada agen kemoterapi, cisplatin. Antara gen-gen yang
meningkatkan sensitiviti pada cisplatin adalah gen SON yang merupakan gen yang
tidak pernah dilaporkan berkaitan dengan aktiviti patogenik NSCLC. Malahan
fungsi gen SON juga kurang dikaji. Oleh demikian, gen SON dipilih untuk dikaji

dengan lebih lanjut fungsinya dalam kemadirian sel kanser paru-paru.

4.3.1 Pencarian Domain SON

Nama penuh gen SON mengikut GenCard adalah Gen Pengikat DNA SON. Gen
SON didefinisi sebagai gen yang berfungsi sebagai gen yang terlibat dalam
pengikatan DNA dan RNA serta terlibat dalam aktiviti penyekatan jujukan pasca-
mRNA. Namun fungsi sebenar gen ini masih tidak dibuktikan dengan sepenuhnya
mengikut pangkalan data NCBI (kemas kini yang dilakukan oleh NCBI pada
Disember 2014). Oleh sebab fungsi gen SON masih tidak diketahui dengan lengkap,
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maka fungsi gen SON dikaji dengan menggunakan perisian SBASE bagi

mengenalpasti domain yang terdapat pada jujukan gen SON.

Jujukan penuh gen SON diekstrak daripada perisian laman sesawang NCBI.
Selepas itu, jujukan penuh gen diimport masuk ke dalam perisian SBASE yang
dicipta khas untuk mengenalpasti domain-domain protein yang terdapat pada gen
yang dikaji. Secara automatik jujukan gen akan ditranslasikan ke kod protein dan

domain-domain protein akan disenaraikan (Rajah 4.14 dan Jadual 4.4).

Keputusan analisis domain pada jujukan SON menunjukkan terdapat enam
domain utama. Domain-domain tersebut adalah domain protein terlarut asid otak 1
(brain acid soluble protein 1, BASP1), domain antigen permukaan sel (cell surface
antigen), domain heliks berulang tiga kolagen (collagen triple helix repeat), domain
WD40 dan domain oligosakaril transferase subunit STT3 (oligosaccharyl
transferase, STT3 subunit). Jadual 4.4 menunjukkan rumusan fungsi domain-domain

yang didapati pada jujukan gen SON.

Berdasarkan fungsi-fungsi domain yang telah dikenalpasti, maka secara
kasarnya gen SON berkemungkinan memainkan peranan dalam aktiviti interaksi
antara protein-protein di dalam sel serta pengangkutan kandungan sel masuk dan
keluar dari sel. Manakala dalam kelima-lima domain yang didapati, hanya domain
WD40 dan domain oligosakaril transferase subunit STT3 yang memainkan peranan
menentukan mekanisme kemandirian sel. Domain protein terlarut asid otak 1 dan
oligosakaril transferase subunit STT3 pula berkemungkinan terlibat dalam aktiviti

kerintangan kemoterapi.
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Keputusan pengenalpastian domain SON dengan menggunakan
perisian SBASE

Jadual 4.4 Rumusan fungsi domain-domain yang terdapat pada jujukan gen SON

Nama

Fungsi Domain

Protein
terlarut asid
otak 1

Antigen

permukaan sel

Heliks

berulang tiga

kolagen

WD40

Famili protein ini terdiri daripada beberapa protein terlarut asid otak
1 (BASP1). BASP1 merupakan protein neuron yang diperkayakan
dengan ion Ca2+ protein pengikat kalmodulin yang tidak diketahui
fungsinya sehingga kini.

Domain ini pada mulanya dianggapkan mewakili apidaecins, tetapi
kini protein ini telah ditemui dalam pelbagai jenis permukaan sel. Ia
didapati dalam protein antigen permukaan sel yang terbabit dalam
karies gigi; antigen permukaan sel SpaA dan SpaP.

Ahli keluarga ini tergolong dalam superfamili kolagen. Kolagen
pada umumnya merupakan struktur protein luar sel yang terlibat
dalam pembentukan struktur tisu perantara.

Motif WD40 didapati dalam pelbagai protein eukariotik yang
terlibat dalam pelbagai proses sel. Motif WD40 yang berulang-ulang
bertindak sebagai tapak untuk interaksi protein-protein dan protein
yang mengandungi motif WD40 yang berulang-ulang diketahui
sebagai platform untuk perhimpunan protein kompleks atau
berfungsi sebagai tapak interaksi pelbagai jenis protein. Dalam
spesies Arabidopsis, protein yang mengandungi motif WD40
bertindak sebagai pengawal sesetengah mekanisme pertumbuhan
tumbuh-tumbuhan. Antara protein-protein yang telah diketahui
mengandungi motif WD40 yang berulang adalah protein G isyarat
transduksi, protein Cdc4 dan protein interaksi aktin.

bersambung...
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Oligosakaril Glikosilasi berhubungan-N merupakan protein pengubahsuaian yang

transferase didapati dengan banyak, dan ia adalah penting untuk menentukan

subunit STT3  kemandirian sel-sel eukariotik. Oligosakarida asas yang berhubung
dengan lipid terkumpul pada membran retikulum endoplasmik dan
ia amat diperlukan untuk memsatikan pemindahan keluar masuk
kandungan sel dilakukan dengan lancar.

Pencarian domain protein SON diteruskan dengan menggunakan pencarian
berpandukan motif jujukan. Dalam pencarian ini, pangkalan data Pfam (Protein
Families Database) digunakan. Pangkalan data ini membolehkan pencarian domain
terdekat berdasarkan jujukan motif asid amino. Salah satu kebaikan penggunaan
pendekatan pencarian domain berdasarkan motif jujukan adalah pencari domain
boleh berpandukan hasil keputusan analisis statistik untuk mengetahui di mana

terletaknya protein tersebut di dalam sel.

Daripada hasil analisis motif jujukan protein SON mendapati bahawa gen ini
mempunyai dua jenis motif domain iaitu DNDI1-DRSM (Double strand RNA
binding domain from Dead End protein 1) dan G-patch (Rajah 4.15). Analisis
dilanjutkan lagi dengan pembinaan filogenetik bagi mengenalpasti hubung kait rapat
protein SON dengan protein yang lain dengan berdasarkan motif jujukan dua
domain tersebut. Hasilnya didapati bagi domain SON yang mempunyai motif
domain DND1-DSRM mempunyai kaitan filogenetik yang rapat dengan protein
DNDI1 (protein Dead End) bernilai neighbor joining = 0.84 (Rajah 4.16 (a)) dimana
protein ini terlibat dalam fungsi pengikatan jujukan RNA yang diperkayakan dengan
nukletida AU. Manakala bagi motif domain G-patch didapati mempunyai kaitan
filogenetik yang rapat dengan protein D1037.1 dan protein CG8273 (nilai neighbor
joining = 0.84, Rajah 4.16 (b) dimana kedua-dua protein ini didapati terlibat dalam
fungsi pengikatan DNA (protein D1037.1) dan pengikatan RNA (protein CG8273).
Daripada keputusan analisis filogenetik ini, kesemua jenis protein-protein yang
mempunyai kaitan rapat dengan motif jujukan domain yang dimiliki oleh SON
didapati dengan banyak pada kawasan protoplasma yang berdekatan dengan saluran

nukleus dan jalinan retikulum endoplasma.
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Rajah 4.15  Hasil analisis motif domain gen SON yang mengenalpasti dua motif
domain DND1 DSRM dan G-patch dengan nilai-E 1.6¢° dan 5.0¢™"”
masing-masing.
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Rajah 4.16  Hasil analisis filogenetik bagi motif domain gen SON yang telah
dikenalpasti. = Dedahan  filogenetik  merupakan  pengiraan
kebarangkalian kesamaan maksimum antara protein. Filogenetik (a)
merupakan hasil saringan motif domain DND1-DSRM. Filogenetik
(b) merupakan hasil saringan motif domain G-patch.
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4.3.2 Analisis Fungsi Gen SON dalam proses Apoptosis dan Migrasi Sel A549

Susulan daripada hasil kajian in silico fungsi gen SON yang dapat mengenalpasti
penglibatan protein ini dalam pengikatan DNA dan RNA, kajian ini diteruskan
untuk menentukan fungsi biologi gen SON yang lain yang mempengaruhi
pertumbuhan kanser sel A549 dengan menggunakan asai apoptosis (Caspase-glo

3/7) dan asai migrasi (Radius™ 24-well cell migration assay).

Rajah 4.17 menunjukkan kesan penindasan ekspresi gen SON yang
memberikan kesan apoptosis pada sel A549. Peratusan sel yang mengalami
apoptosis adalah hampir sama dengan keputusan penskrinan siRNA iaitu sekitar
lingkungan pengurangan 32% sel berbanding dengan kawalan. Selain menunjukkan
kesahihan keputusan penskrinan siRNA, ia juga menunjukkan bahawa gen SON

mengambil peranan dalam merangsangkan apoptosis pada sel A549.

Rajah 4.17  Hasil penerapan keputusan susulan daripada kesan perencatan gen
SON yang dilakukan secara triplikasi ke atas aktiviti apoptosis titisan
sel yang diukur dengan menggunakan asai apoptosis Caspase-Glo
3/7,p=0.0031.

Sebab utama fungsi gen SON diuji dengan lebih lanjut menggunakan asai
apoptosis adalah kerana di dalam pangkalan data GenCard menyatakan bahawa

berkemungkinan fungsi biologi gen SON adalah terlibat dalam aktiviti anti-
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apoptotik, manakala pada ujikaji pencarian domain secara in silico dengan
menggunakan perisian SBASE dan pangkalan data Pfam menunjukkan gen SON
mempunyai kebarangkalian yang tinggi memainkan peranan dalam aktiviti

pengikatan DNA dan RNA.

Seperti yang dilakukan pada kajian asai viabiliti sel, parameter ujian dan
jumlah sel A549 dikekalkan. Akan tetapi perubahan dilakukan pada ujikaji kawalan
dimana penambahan gen kawalan Bcl-2 sebagai kawalan positif tambahan, dimana
gen ini telah dibuktikan terlibat dalam aktiviti anti-apoptotik di dalam kajian-kajian
lepas malahan ujian ubat khas yang direka untuk menyekat aktiviti gen Bcl-2 telah

memasuki ujian klinikal tahap ke-II (Vogler et al. 2008).

Rajah 4.17 menunjukkan kesan perencatan ekspresi gen SON dalam sel A549
yang meningkatkan aktiviti apoptosis. Perbandingan antara titisan sel A549 yang
dirawat dengan siBCL-2 dan siSON mendapati bahawa perencatan kedua-dua gen ini
menyebabkan peningkatan apoptosis pada sel yang tidak jauh berbeza. Ini
bermaksud perangsangan pengaktifan kaspase 3/7 yang disebabkan oleh penindasan
fungsi gen BCL-2 dan SON berkemungkinan terletak pada tapak jalan anti-apoptotik

yang berkaitan.

Salah satu ciri utama penyakit kanser adalah kebolehan kanser sel merebak
ke tisu atau organ yang berlainan melalui proses yang dikenali sebagai metastasis.
Kebolehan istimewa kanser sel melakukan migrasi dan invasi sel sering kali
dikaitkan dengan gen-gen tertentu seperti VEGF dan EGFR. Dengan ini fungsi SON
telah dikaji kebolehannya mempengaruhi proses migrasi sel A549 sekiranya
pengekspresan SON ditindas. Rajah 4.18 merupakan keputusan ujian penentuan
kelibatan gen SON dalam proses migrasi dengan menggunakan asai migrasi.
Didapati bahawa perencatan pengekspresan gen SON mengurangkan migrasi titisan
sel A549 sebanyak 16%. Keputusan ini sejajar dengan fungsi gen SON yang

dilaporkan dalam Gene Ontology di mana gen ini terlibat dalam proses apoptosis.
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Rajah 4.18 Keputusan pengujian fungsi gen SON dengan menggunakan asai
migrasi yang dilakukan secara triplikasi (p = 0.0041).

4.4  ANALISIS MIKROATUR SEL A549 DEFISIEN SON

Daripada analisis fungsi SON didapati penindasan gen ini meningkatkan apoptosis
sel kanser A549 serta mengurangkan proses migrasi sel. Kajian terperinci diteruskan
dengan menggunakan pendekatan mikroatur agar gambaran yang lebih menyeluruh
dalam konteks proses biologi serta tapak jalan biologi molekul gen SON dapat
diperolehi.

4.4.1 Pengekstrakan RNA dan Hibridasi Mikroatur DNA

Untuk menilai jaringan gen-gen yang dikawal oleh SON, eksperimen mikroatur
dilakukan. RNA telah diekstrak daripada titisan sel A549 daripada sampel kawalan
yang tidak dirawat dengan siRNA dan sampel yang telah dirawat dengan siSON
selama 48 jam. Kedua-dua sampel kajian diulangi sebanyak empat kali menjadikan
keseluruhan mempunyai lapan sampel mikroatur. Kuantiti dan kualiti RNA
ditentukan dengan kaedah Nanodrop. Integriti RNA ditentukan menggunakan
Bionalayzer (lihat Rajah 4.19). Keberkesanan hibridisasi RNA terlabel dengan prob-
prob DNA mikroatur bergantung pada saiz RNA komplementari tindakbalas

transkripsi in vitro. Taburan saiz purata RNA komplementari ditentukan
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menggunakan cip mikrofluidik RNA Nano dan Perisian mRNA smear Bioanalyzer
(lihat Rajah 4.19). Kepekatan populasi RNA yang diperolehi daripada kelapan-
lapan sampel kajian secara puratanya adalah 3500ng/puL. Ketulinan sampel RNA
adalah antara 1.8 hingga 2.1 mm (A260/A280). Manakala integriti RNA adalah di
antara nilai 7 hingga 9 (Rajah 4.19).

- : it

.................

Rajah 4.19  Elektroferogram dan imej gel RNA total daripada RNAi SON dan
kawalan.

Nota: Imej gel dan elektroferogram Bioanalyzer populasi RNA daripada sampel

RNAi SON dan kawalan. Kesemua sampel menunjukkan kualiti dan
integriti yang baik.

4.4.2 Semakan Kualiti Data Mikroatur

Analisis awal dilakukan oleh Perisian BeadStudio (Illumina). Analisis semakan

kualiti (QC) data mikroatur menunjukkan kesemua kawalan dalaman menunjukkan
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prestasi yang baik. Plot serakan bagi sampel kajian menunjukkan longgokan isyarat
pada paksi 45°. Ini menunjukkan keseluruhan proses penjanaan cRNA, hibridisasi

dan pemprosesan cip telah dilakukan dengan baik (lihat Rajah 4.20).

Panel A

C2-RNA C2-RNA C2-RNAI

48 jam (3)

48jam (3)

107 10°
48jam (1)

Panel B

C2-RNAI

C2-RNAI

24jam (3)

24jam (2)

07 o7 07 o7
24jam (1) 24jam (2)

Rajah 4.20 Plot serakan mikroatur. Plot serakan bagi dua keadaan titisan sel A549
yang berlainan (sel yang dirawat dengan siSON dan sel yang tidak
dirawat). Rajah merupakan plot sampel RNA AS549 titisan sel yang
dihibridisasikan ke atas cip mikroatur. Panel A merupakan plot serakan
sampel kawalan titisan sel A549 tanpa rawatan siRNA. Panel B
merupakan Plot serakan sampel titisan sel yang dirawat dengan siRNA
SON. Majoriti isyarat membentuk paksi 45° menunjukkan hibridasasi
yang baik.

Nilai purata isyarat bagi setiap transkrip bersama-sama dengan maklumat
lain seperti nombor GenBank dan sebagainya dieksport ke Perisian GeneSpring GX
versi 9 untuk analisis lanjut. Data yang dicerap daripada penskrinan mikroatur DNA
dipuratakan oleh Perisian GeneSpring GX 9.0. Data yang dipuratakan diperolehi
daripada transformasi data dengan kaedah per cip dipuratakan dengan peratusan ke-
50 manakala untuk setiap gen adalah dipuratakan dengan nilai min dan median
setiap gen. Pengawalan kualiti untuk kajian pengekspresan gen ini dinilai dengan

memerhatikan plot kotak Whisker dan analisis prinsip komponen (PCA) (Rajah
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4.21). Selepas normalisasi dan penapisan, sebanyak 15,449 gen hadir dalam dua
komponen yang hadir dan ditandakan sebagai hadir dan marginal (Rajah 4.21 (a)).
Berdasarkan plot kotak Whisker, didapati purata taburan yang diwakili oleh garis
melintang di dalam kotak biru serta titik pertengahan yang diwakili kotak merah
panjang bagi semua cip mikroatur adalah sama dan menghampiri 0. Manakala
melalui pemerhatian pada plot PCA (Rajah 4.21 (b)), pengekspresan gen-gen antara
dua kumpulan sampel kajian mempunyai perbezaan yang ketara dari segi
pengekspresan gen dengan pembentukkan dua kelompok kumpulan gen yang

berasingan.

a. Plot Kotak Whisker

0.5 1

Mormalized Intensity Values
(=]
11
{11
(]
(It

-0.5 4

AYG_Sign.. AVG_Sign.. AYGC_Sign.. AVG_Sign.. AVG_Sign.. AVG_Sign.. AVG_Sign.. AVG_Signal-17

All Samples

bersambung...
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...sambungan

b. Analisis Komponen Prinsipal (PCA)

Rajah 4.21 Plot pengawalan kualiti hasil pencerapan ujikaji pengekspresan
gen. Plot A merupakan Plot Kotak Whisker yang diperolehi
daripada sejumlah gen yang telah melepasi analisis Filter by
present and marginal. Plot B — merupakan analisis komponen
prinsipal (PCA) yang menunjukkan taburan pengekspresan gen
yang berlainan dan dikelompokkan kepada dua gugusan yang
berlainan.

Analisis statistik ujian t tak parametrik pada nilai p < 0.001 dilakukan
bersama-sama dengan pemilihan ujian pengiraan tidak bersimetri dan ujian pelbagai
pembetulan Benjamin-Hochberg. Senarai gen yang diperolehi ditapis lagi dengan
pemilihan parameter perubahan pengekspresan dengan nilai p < 0.0001. Hasil
analisis statistik ujian-t tak parametrik mempaparkan sebanyak 2847 gen yang
mempunyai perbezaan pengekspresan antara sampel rawatan dan kawalan pada nilai
p < 0.0001 (Rajah 4.22). Apabila parameter perubahan ekspresi gen dua kali ganda
atau lebih digunakan, hanya 336 gen diekspreskan mengalami penurunan
pengekspresan pada tahap berbeza secara signifikan antara titisan sel A549 yang
dirawat dengan siSON berbanding dengan sel A549 kawalan. Apabila kadar
pengesanan palsu, FDR (false discovery rate) dinaikkan kepada 0.1% (nilai p =
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0.001) dan parameter bilangan kali ganda kadar perubahan pengekspresan gen
dikekalkan, dua kali ganda, bilangan perbezaan pengekspresan gen yang didapati
tidak berubah iaitu sebanyak 336 gen.

Differential Expression Analysis Report n

Test Descripkion

Selecked Test T Test unpaired
p-value compukation: Asymplakic
Mulkiple Tesking Caorrection: Benjamini-Hochberg

Fesult Summary:

P all P=003 P=002 P=000 P=0.. P=0..
FC all 13332 6197 9322 4715 4159 2547
FZ=1.1 6242 a7l1l 9147 4623 1116 2539
FZ > 1.5 1315 1315 1315 1315 1315 1291
F = 2.0 336 336 336 F36 336 336
Fi > 3.0 il &l a0 a0 il &l
Expecte. .. 309 106 47 20 £

Rajah 4.22 Keputusan analisis ujian t tak parametrik dengan ujian Benjamini
Hochberg dengan pelbagai nilai p dan bilangan kali ganda perubahan
pengekspresan gen (FC) antara sampel yang dirawat dengan siSON dan
sampel kawalan.

Rajah 4.23 menunjukkan pengklusteran hieraki antara pengekspresan
sampel kawalan dan sampel yang dirawat dengan siSON.  Hasil analisis
menunjukkan perubahan pengekspresan gen dalam sampel yang dirawat dengan

siSON dapat dibahagikan kepada dua kelompok kumpulan gen secara jelas.
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Rajah 4.23  Analisis pengklusteran hieraki mengelompokkan gen-gen yang
mempunyai perbezaan ekspresi antara sampel kajian dan sampel
kawalan. Warna hijau bermaksud penurunan pengekspresan gen.
Warna merah bermaksud peningkatan pengeskpresan gen. Kotak
berwarna merah merupakan sampel kawalan. Kotak berwarna biru

merupakan sampel rawatan.

4.43  Analisis Pengayaan Set Gen

Analisis pengayaan set gen (Gene Set Enrichment Analysis, GSEA) membantu
memahami fungsi biologi bagi sekelompok gen yang berkaitan kerana setiap satu
gen mempunyai rantaian ikatan dan hubungan yang rumit dimana membolehkannya
memainkan peranan dalam pengawalan lebih daripada satu fungsi biologi. Dalam
analisis ini, gen-gen yang mempunyai fungsi biologi yang sama akan dikelompok
dalam kumpulan set gen yang sama, maka GSEA berkeupayaan mengatasi masalah

jumlah data gen yang besar ini kerana ia adalah tertumpu pada set gen sahaja.
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GSEA telah dilakukan ke atas 336 gen yang mempunyai kelainan
pengekspresan. Jadual 4.5 menunjukkan hasil analisis GSEA dengan nilai q < 0.3
dan nilai p < 0.05. Di dalam jadual 4.5 merupakan senarai gen set yang disenaraikan
pada bahagian teratas yang paling signifikasi nilai p apabila 336 gen disaringkan

untuk membuat analisis GSEA dengan menggunakan Perisian GeneSpring.

Berdasarkan keputusan saringan set gen (Jadual 4.5), didapati SON
mempunyai keupayaan untuk menentukan survival kanser sel. Didapati sebahagian
besar daripada gen yang menurun tahap pengekspresan gen apabila pengekspresan
gen SON tertindas adalah terlibat dalam proses kitaran sel. Malahan sekiranya
berdasarkan keputusan saringan GSEA sahaja, adalah didapati pengekspresan gen
SON mungkin berkait dengan survival pesakit kanser paru-paru. Ini adalah kerana
set gen ekspresi survival kanser paru-paru Cheng (Cheng lung cancer survival

expression, 2006) memberikan keputusan saringan yang signifikan (p = 0.0005).

Jadual 4.5 Set gen dari koleksi C2:CP:BIOCARTA yang mempunyai skor
pengkayaan (ES) positif apabila disaringkan dengan set gen yang
mengalami penurunan pengekspresan gen susulan penindasan RNA
gen SON. (a) merupakan senarai set gen dan (b) merupakan senarai
gen di dalam set gen.

a)

Junellllah Jumlah
Set gen daripada koleksi C2 g gen yang Nilai p

dalam . .

dijumpai

set gen
SA G1 AND SA DN 139 93 0.0001
GEORGE CELLS CYCLE PATHWAY 262 142 0.0001
CHENG LUNG _CANCER SURVIVAL 85 22 0.0005
EXPRESSION
DING LUNG CANCER 100 68 0.012

EXPRESSION BY COPY_ NUMBER

bersambung...
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...sambungan

KIM_MYC AMPLIFICATION _ 204 74 0.034

TARGETS DN

b)

Nama gen set Senarai gen Profail Nilai-p
pengeskpresan gen
SA G1 and S phase CDKN2A Menurun 6.42E-04
CDKNIA Menurun 6.42E-04
CDKNI1B Menurun 2.94E-04
PRBI Menurun 6.42E-04
MDM?2 Menurun 5.50E-04
E2F1 Menurun 2.94E-04
MDM?2 Menurun 3.40E-04
Georges cell cycle BRCA1 Menurun 3.99E-04

BCL2 Menurun 3.99E-04
ERCC3 Menurun 6.16E-04
NIN Menurun 3.99E-04
LMNB2 Menurun 3.09E-04
RADS1 Menurun 3.99E-03
PLS3 Menurun 3.09E-03
NFYA Menurun 3.99E-04
DBF4B Menurun 3.99E-03
RBI1 Menurun 5.39E-03
PRPF38A Menurun 6.37E-05
SMARCBI Menurun 3.09E-04
SERTAD2 Menurun 5.69E-03
CDC73 Menurun 7.01E-03
NCAPH Menurun 3.99E-04
RADI1 Menurun 5.71E-05
RACGAPI1 Menurun 6.16E-04
HOXAI10 Menurun 6.37E-05
DLG5 Menurun 5.39E-04
USP1 Menurun 3.09E-05
CRK Menurun 5.44E-05
UVRAG Menurun 3.99E-04
RAD21 Menurun 3.99E-04

bersambung...
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...sambungan

Cheng lung cancer survival PKM3 Menurun 6.52E-06

expression PKM2 Menurun 6.19E-06
PGAMI1 Menurun 4.83E-04
MYCN Menurun 4.83E-06
ATP5D Menurun 4.83E-05
RABI14 Menurun 4.83E-06

Ekoran daripada keputusan GSEA, gen-gen yang didapati mempunyai
pertindihan dengan gen set diekstrak keluar dan disaringkan semula bagi
mengenalpasti fungsi biologi gen-gen tersebut. Hasilnya mendapati terdapat
persamaan antara mereka iaitu majoriti gen-gen tersebut adalah terlibat dalam tapak

jalan kitaran sel.

Penelitian set gen diteruskan dengan melakukan pencarian perpustakaan
hasil kajian ke atas set gen tersebut (Jadual 4.5). Set gen SA G1 and S phase
merupakan kajian mikroatur yang dilakukan ke atas perbezaan pengekspresan gen-
gen kitaran sel antara sel normal dan kanser kolon. Set gen Cheng lung cancer
survival merupakan hasil kajian perbandingan antara pesakit kanser paru-paru yang
berjangka hayat panjang dengan pesakit yang berjangka hayat pendek. Manakala
gen set George cell cycle pula merupakan gen set yang dijanakan hasil daripada
kajian perbandingan profail pengekspresan gen antara kitaran sel MCF-7 dan sel

payudara yang normal.

Bagi mengetahui sama ada wujudnya pertindihan gen-gen antara ketiga-
tiga set gen, suatu gambar rajah Venn telah dilukis dan dipadankan (Rajah 4.24).
Rajah 4.24 menunjukkan tiada wujudnya pertindihan gen antara ketiga-tiga set gen.
Ini secara terusnya dapat menunjukkan bahawa gen-gen yang berkait rapat dengan
pengurangan pengekspresan gen SON merupakan set gen yang berlainan tetapi
terlibat secara terus dalam tapak jalan kitaran sel kanser. Susulan informasi yang
diperolehi daripada analisa GSEA, secara amnya, dapat dibuat suatu hipotesis
bahawa gen SON berkemungkinan terlibat dalam fungsi biologi kitaran sel yang
mampu berperanan sebagai faktor penentu jangka hayat pesakit kanser paru-paru.

Namun, sejauh manakah gen SON berupaya memanjangkan jangka hayat pesakit
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paru-paru dan bagaimanakah gen SON terlibat dalam mekanisme kitaran sel masih

belum dapat diselesaikan dengan analisa GSEA.

Cheng lung cancer survuival SA, G1 and S phase

PRBI
E2F1
MDM2

CDKNIB
CDNKIA
CDNK2A

BRCAI

SMARCBI
BCL2 SERTAD2
ERCC3 USP1
CDC73
NIN CRK
NCAPH
LMNB2 UVRAG
RAD5] ~ RADI
RACGAP1 RAD21
PLS3
HOXA10
NFYA DLGS
DBF4B
RBI1

PRPF38A

Georges cell cycle

Rajah 4.24  Tiga gambar rajah Venn dengan setiap satu mewakili set gen
berlainan yang diperolehi daripada analisis GSEA. Gen-gen daripada
tiga set gen ini digabungkan dan didapati tiada pertembungan gen
antara ketiga-tiga set gen.
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4.4.4 Analisis Tapak Jalan SON

Fungsi gen SON masih tidak difahami secara teliti walaupun analisis GSEA berjaya
mengenalpasti beberapa set gen yang berkemungkinan mempunyai fungsi yang
berkaitan dengan gen SON terutamanya dalam fungsi replikasi sel. Untuk
memahami lebih terperinci bagaimana gen-gen ini berinteraksi secara langsung
dengan gen SON, maka analisis tapak jalan telah dijalankan dengan menggunakan
Perisian Pathway Studio 7. Perisian ini berupaya menjalinkan hubungan antara gen-

gen dengan berbekal data mikroatur DNA.

Kesemua 336 gen dari analisis GeneSpring telah diimport ke Pathway
Studio 7 bersama-sama dengan data mentahnya. Gen-gen ini dianotasi dengan
menggunakan gen dan disaringkan fungsi tapak jalan biologi dengan menggunakan
pangkalan data tapak jalan Adriane. Rajah 4.25 merupakan ringkasan keputusan
analisa dengan menggunakan pangkalan data tapak jalan pengisyaratan Adriane.
Analisis ini mendapati bahawa tapak jalan pengawalan kitaran sel menduduki tangga
teratas (Jadual 4.6). Keputusan ini adalah selaras dengan hasil analisis GSEA. Ini
membuktikan bahawa gen-gen yang dikawal selia ataupun gen-gen yang mempunyai

interaksi dengan gen SON adalah terlibat dengan tapak jalan biologi kitaran sel.

Selain daripada tapak jalan kitaran sel, hasil saringan 336 gen juga
mempaparkan bahawa gen-gen ini juga terlibat dengan tapak jalan yang lain (Rajah
4.25). Antara tapak jalan yang menduduki tangga 10 teratas adalah tapak jalan
Notch, tapak jalan Hedgehog, tapak jalan isyarat NF-Kb, tapak jalan isyarat SOX 4,
tapak jalan isyarat aktin, tapak jalan isyarat CEBPA/NF-Kb, tapak jalan isyarat
CEBPA/FOXO 1A, tapak jalan isyarat STAT dan tapak jalan isyarat SMAD1/5/9.
Secara keseluruhan kesemua tapak jalan biologi yang melibatkan 336 gen ini adalah
berkaitan secara langsung dengan kitaran sel. Akan tetapi yang menarik sekali
adalah tapak jalan Notch dan Hedgehog menduduki tangga kedua dan ketiga
daripada hasil analisis. Ini berkemungkinan bahawa gen SON mengawal gen kitaran
sel melalui pengawalan tapak jalan Notch dan Hedgehog ataupun gen SON

mengawal gen tapak jalan kitaran sel yang mempunyai hubung kait dengan tapak
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jalan Notch dan Hedgehog lalu menyebabkan sebahagian gen pada tapak jalan

tersebut terjejas.

Jadual 4.6 Set gen dari koleksi C2 yang mempunyai skor pengkayaan (ES) yang
positif atau yang diperkayakan dalam sel A549 yang mengalami
gangguan RNA gen SON.

Jumlah gen

Set gen daripada koleksi C2 dalzgt;rlll set y:rlnlglcll?jl:l;grf;)lai Nilai p
CELL CYCLE REGULATION 135 90 0.000165
NOTCH_PATHWAY 40 59 0.012684
HEDGEHOG PATHWAY 17 27 0.037314
AGER NF-Kb SIGNALING 14 3 0.08255
ILSR_SOX4 SIGNALING 4 1 0.115822

Rajah 4.25 Ringkasan keputusan analisis tapak jalan perisyaratan Adriane hasil
saringan 336 gen ke atas pangkalan data Adriane — Pathway Studio 7.
Keputusan ini merupakan sepuluh tapak jalan biologi teratas dari
jumlah keputusan hasil saringan. Kesemua tapak jalan biologi ini
didapati terlibat dalam pengawalan kitaran sel.
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Setelah saringan gen ke atas pangkalan data tapak jalan Adriane dilakukan,
kesemua 336 gen pula disaringkan ke atas pangkalan data proses biologi Adriane.
Rajah 4.26 menunjukkan ringkasan keputusan analisis proses biologi. Di dalam
rajah ini mempaparkan sepuluh proses biologi yang teratas sekali iaitu proses biologi
pembahagian sel, proses mitosis, proses kitaran sel, proses replikasi DNA, proses
perangsangan reaksi kerosakan DNA, proses pengawalan kitaran sel, proses
pembaikan DNA, proses pengurangan oksidasi, proses pengawalan negatif
pembiakan sel dan proses metabolik. Secara keseluruhan tiga proses biologi yang
teratas adalah yang paling signifikan. Keputusan ini adalah sejajar dengan hasil
analisis GSEA dan keputusan saringan pangkalan data tapak jalan biologi Adriane.
Ketiga-tiga proses biologi yang menduduki tangga teratas merupakan proses biologi
yang melibatkan tapak jalan kitaran sel. Maka gen SON mungkin terlibat dalam
tapak jalan kitaran sel dimana ia mungkin terlibat secara langsung dalam fasa M
kitaran sel iaitu proses mitosis sel. Seperti yang diketahui, tapak jalan Notch juga
terlibat dalam proses pembahagian dan mitosis sel, maka, isyarat tapak jalan Notch
berkemungkinan mempunyai hubung kait dengan isyarat tapak jalan gen SON
dimana hasil analisis menujukkan terdapat interaksi molekul apabila gen SON

direncatkan.

Rajah 4.26 Ringkasan keputusan analisis hasil daripada saringan 336 gen ke proses
biologi dengan menggunakan pangkalan data Adriane melalui Perisian
Pathway Studio 7. Keputusan ini merupakan sepuluh proses biologi
teratas dari jumlah keputusan hasil saringan. Kesemua proses biologi
ini didapati terlibat dalam tapak jalan kitaran sel.
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Bagi mengesahkan keputusan siRNA-mikroatur yang dilakukan, tiga gen
telah dipilih iaitu SON, MDM2 dan RB-ACTIN. Gen MDM2 merupakan gen yang
terlibat dalam pengawalan negatif isyarat tapak jalan p53. Daripada bacaan ekspresi
yang didapati dari qRT-PCR, didapati ketiga—tiga gen ini mempunyai pengekspresan
yang hampir sama dengan hasil pencerapan pengekspresan gen di dalam mikroatur

cDNA (Rajah 4.26, Jadual 4.7).

Rajah 4.27  Perbandingan perubahan pengekspresan antara qPCR dan mikroatur

Jadual 4.7 Pengiraan perubahan gandaan (FC) daripada analisis tindakbalas
rantaian polimerase masa nyata

Nilai FC

Tl;?;s;i(m Transfeksi AA Perubahan (Fold Ut"il;‘:kT

Gen tanoa siRNA C gandaan change) berpasan

sasall')an SON t (Z-AACt) pada (nﬁai )g
mikroatur p
SON 19.8 29.6 -9.8 891.44 903.6 0.12
MDM2 23.1 29.1 -6.0 64 66.5 0.23

RB-ACTIN 26.7 27.2 -0.5 1.4 1.3 0.43
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4.5 PENCERAPAN EKSPRESI PROTEIN SON DALAM NSCLC
MENGGUNAKAN MIKROATUR TISU

Analisis fungsi gen dan ekspresi mikroatur telah mendapati gen SON memainkan
peranan dalam mengawal kitaran sel pada fasa mitosis. Kitaran sel merupakan
proses biologi yang diperlukan oleh sel untuk mengandakan kandungan DNA di
dalam sel dan seterusnya membolehkan proliferasi sel berlaku. Di dalam kitaran sel
kanser ia merupakan suatu kitaran yang tidak terkawal sehingga sel bertambah
membentuk tisu yang dipanggil tumor. Bagi menentukan tahap pengekspresan
protein SON dalam kes-kes NSCLC, teknik mikroatur tisu telah digunakan untuk
membandingkan tahap pengekspresan SON antara sampel NSCLC dan tisu paru-
paru normal. Selain daripada itu hubungan antara patologi klinikal tisu kes NSCLC

dengan tahap pengekspresan protein SON juga dicerap.

4.5.1 Tahap Pengekspresan Protein SON Dalam NSCLC

Dalam kajian ini, mikroatur tisu (tissue microarray, TMA) telah digunakan.
Mikroatur tisu ini diperolehi daripada Biomax (USA) dan ia merupakan slaid kanser
paru-paru yang dipotong daripada blok tisu mikroatur kanser paru-paru (BR701).
Slaid mikroatur tisu ini terdiri daripada empat jenis tisu NSCLC iaitu
adenokarsinoma, adenoskuamas, papillari adenokarsinoma dan skuamas sel
karsinoma. Jumlah keseluruhan skor tisu pada slaid TMA ini adalah 209 skor. Slaid
TMA yang telah diproses dinilai bawah light microscope dan gambar di ambil
dengan kamera digital beresolusi tinggi (4k X 3k pixels). Slaid TMA telah dinilai
oleh dua ahli patologi tanpa diberikan data klinikal dan patologi sampel. Konsep PCI
(Posittive stained cell index) telah digunakan dalam menilai slaid TMA (Rashmil &
Sunil 2013; Qiao et al. 2002).

Jadual 4.8 dan Rajah 4.28 menunjukkan taburan jenis tisu-tisu kanser paru-
paru yang terdapat pada slaid TMA dan taburan peratusan tisu kanser pada slaid. Di
dalam slaid ini terdapat 47 (22.5%) tisu kanser adenokarsinoma, 12 (5.7%) tisu
kanser adenosquamas, 7 (3.3%) kanser papillari adenokarsinoma dan 126 (60.3%)
kanser skuamas sel karsinoma. Secara keseluruhan kes tahap 1 kanser paru-paru

mempunyai 117 kes, iaitu 56% daripada jumlah kes keseluruhan. Manakala untuk
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kes-kes kanser paru-paru tahap II, Illa dan IIIb adalah masing-masing 41 kes
(19.6%), 16 kes (7.7%) dan 16 kes (7.7%). Kes kanser paru-paru tahap empat hanya

mempunyai 2 kes (1%) sahaja.

Jadual 4.8  Taburan frekuensi jenis tisu-tisu kanser paru-paru dalam slaid TMA

Jenis tisu kanser paru-  Frekuensi Peratusan Peratusan
paru kumulatif
Adenokarsinoma 47 22.6 22.6
Adenoskuamas 12 5.8 28.4
Tisu normal paru-paru 16 7.7 36.1
Papillari adenokarsinoma 7 34 39.5
Skuamas sel karsinoma 126 60.6 100
Jumlah 208 100

Peratusan taburan jenis kanser paru-paru

3%

B Adenokarsinoma B Adenoskuamas OTisu normal paru-paru

OPapillari adenokarsinoma B Skuamas sel karsinoma

Rajah 4.28  Taburan jenis kanser paru-paru dalam slaid TMA
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Jadual 4.9 Taburan frekuensi tahap kanser paru-paru pada slaid TMA.

Tahap kanser  Frekuensi Peratusan  Kumulatif peratusan

Normal 16 7.7 7.7
I 117 56.2 63.9
I 41 19.7 83.6
Ila 16 7.7 91.3
Ib 16 7.7 99
v 2 1 100
Jumlah 208 100

Taburan peratutsan tahap-tahap tisu kanser paru-paru pada
slaid TMA

O Normal
(=

[my]]

O lla

| lib

(= \V

19.7

Rajah 4.29  Peratusan taburan tahap-tahap kanser paru-paru pada slaid TMA

Slaid TMA kanser paru-paru diwarnakan dengan menggunakan antibodi
anti-SON (Abcam®) berkepekatan 1:450. Prosedur perwarnaan antibodi protein
pengikat DNA SON adalah mengikut protokol daripada syarikat pembuat antibodi.
Pengukuran tahap ekspresi protein SON dalam mikroatur tisu adalah dengan
menggunakan sistem penskoran. Jadual 4.10 menunjukkan cara penskoran
keputusan protein SON. Skor protein SON diberikan kepada dua bahagian iaitu
penskoran tahap perwarnaan protein SON sama ada lemah, sederhana atau kuat dan

penskoran mengikut peratusan taburan sel yang mempunyai pengekspresan protein
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pengikat DNA SON. Setelah penskoran kedua-dua parameter, pengabungan
penskoran akan dilakukan dan skor akan diberikan semula mengikut parameter yang
direka untuk kajian ini. Bagi kajian ini penskoran kombinasi yang berskor satu
bermaksud pengekspresan protein pengikat DNA SON adalah lemah dan skor kedua
bermaksud pengekspresan protein SON di dalam tisu kanser paru-paru adalah
sederhana. Manakala penskoran ketiga, ataupun skor yang tertinggi bagi kajian ini,
bermaksud tahap pengekspresan protein SON adalah tinggi di dalam tisu kanser

paru-paru yang dicerap.

Jadual 4.10  Penskoran keputusan protein SON

Pengekspresan protein SON Skor

Perwarnaan protein SON

Lemah 1
Sederhana 2
Kuat 3

Peratusan taburan sel yang mempunyai
pengekspresan protein SON

0-<25% 1
25 - <50% 2
50 - <75% 3
>T75% 4

Kombinasi penskoran

Skor 0 hingga 1 1 (lemah)
Skor 2 hingga 3 2 (sederhana)
Skor 4 hingga 5 3 (tinggi)
Skor 6 hingga 7 4 (sangat

tinggi)
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Jadual 4.11 merupakan rumusan keputusan penskoran slaid TMA selepas
pencerapan keputusan perwarnaan protein SON yang menggunakan kaedah
imunohistokimia. Secara keseluruhan, bagi penskoran TMA mengikut taburan
pengekspresan protein SON di dalam tisu kanser paru-paru, didapati terdapat
perbezaan antara skor tisu normal, skor tahap satu kanser paru-paru dan skor tahap
dua kanser paru-paru. Perbezaan ini dapat diperhatikan pada skor TMA dimana skor

meningkat apabila merentasi tahap kanser (Jadual 4.11).

Jadual 4.11 dan Rajah 4.30 merupakan rumusan penskoran slaid TMA
mengikut intensiti pewarnaan protein SON. Rajah 4.30 merupakan gambar tisu
NSCLC pada slaid TMA yang menunjukkan cara penskoran intensiti pewarnaan
protein SON. Intensiti pengekspresan protein SON didapati adalah meningkat
mengikut tahap kanser paru-paru NSCLC. Walaupun taburan bilangan sampel antara
tahap kanser NSCLC adalah tidak sekata, namun perbezaan yang ketara masih dapat
diperhatikan. Taburan pengekspresan gen SON adalah tinggi pada kanser tahap Illa
(68.75%), 11Ib (75%) dan IV (100%), Jadual 4.11. Malahan pengekspresan gen SON
juga meningkat pada tahap awal kanser NSCLC iaitu 85.5% daripada sampel tisu
kanser pesakit yang beradakan tahap I kanser mempunyai pengekspresan gen SON

yang sederhana dan tinggi.
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Rajah 4.30  Penskoran slaid TMA mengikut intensiti pewarnaan protein pengikat
DNA SON di mana gambar a (skor 0), gambar b berskor lemah (skor

1), gambar ¢ dan d berskor sederhana (skor 2) dan gambar e berskor
tinggi (skor 3).

Jadual 4.11  Rumusan penskoran slaid TMA mengikut intensiti pewarnaan SON

Tahap Jumlah Pewarnaan protein SON
kanser pesakit
paru- (n =208) Lemah Sederhana Tinggi
paru (Skor 1) (Skor 2) (Skor 3)
I 117 (56%) 16 (13.7%) 46 (39.3%) 54 (46.2%)
II 41 (19.6%) 2 (4.9%) 32 (78%) 7 (17.1%)
Ila 16 (7.7%) 531.25%) 11 (68.75%)
b 16 (7.7%) 4 (25%) 12 (75%)
v 2 (1%) 2 (100%)

Normal — 9(7.7%) 9 (100%)

Chi-square

test, p-value 0.0015
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Selepas penskoran dilakukan, kedua-dua skor taburan dan intensiti
digabungkan dan diskor semula mengikut skor kombinasi rekaan pada Jadual 4.11.
Jadual 4.14 merupakan rumusan skor kombinasi yang telah digabungkan dan
disenaraikan mengikut tahap-tahap NSCLC. Nilai kombinasi penskoran slaid TMA
ditukarkan kepada Heatmap dengan menggunakan perisian TMA-Deconvoluter for
Tissue Arrays yang diperolehi daripada Chih Long Liu et al. 2005 (Jadual 4.13).
Berdasarkan Heatmap tersebut, keputusan analisis TMA, ia diterjemahkan kepada
bentuk graf (Rajah 4.31). Pemerhatian ke atas rajah 4.31 mendapati bahawa
pengekspresan SON menjadi ketara apabila tahap tumor semakin meningkat.
Manakala pemerhatian pada gred kanser pula fenomena yang sama diperhatikan.
Pengekspresan protein SON menjadi lebih banyak apabila tahap kanser meningkat.
Akan tetapi, pada tisu normal, didapati protein SON juga diekspreskan tapi dalam
jumlah yang tidak banyak. Ini mungkin disebabkan bahawa fungsi gen SON adalah
teribat dalam aktiviti pengawalan kitaran sel dan pada sel normal kitaran sel juga

berlaku tetapi dalam keadaan yang terkawal.

Jadual 4.12 Rumusan kombinasi penskoran slaid TMA yang melibatkan gabungan
penskoran intensiti pengekspresan gen SON dan peratusan liputan gen
SON di dalam slaid.

Peratusan Skor intensiti Skor kombinasi peratusan
liputan pengekspresan liputan dan intensiti
pengekspresan SON pengekspresan SON
SON
0-25% 1 1
25-50% 2 2
50-75% 3 3
>75% 3 4

Penganalisaan statistik ke atas TMA dengan menggunakan skor kombinasi
antara tisu normal dan tahap-tahap kanser paru-paru menunjukkan ia adalah
signifikan dengan ujian statistik Pearson Chi-Square nilai p = 0.000 (Jadual 4.13).
Ini menunjukkan pengekspresan protein SON boleh dijadikan sebagai penanda

biologi untuk menolong mengenalpasti tahap awal kanser paru-paru.
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Jadual 4.13  Heat map yang dihasilkan dengan pertukaran skor ke warna di mana
warna hijau merupakan skor 1, warna kuning merupakan skor 2,
warna perang merupakan skor 3 dan warna merah merupakan skor 4.
Jadual a merupakan Heat map bagi skor (S) dan gred (G) tisu tumor.
Jadual b merupakan Heat map bagi skor (S) dan tahap (T) tumor.
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...sambungan

b)

N NN NNDNDNDNDNDOB

N NN NNNDNDNDNDDNDDNDDNDNDNDNNDNNDNDNDNNNNNDNDNDDNDDNDDNDDNDNDDNDOOD

N NN DNNDNNNNDNNDNNDNDNDN

*Skor yang digunakan merupakan skor gabungan bagi peratusan taburan di dalam
tisu serta tahap intensiti pewarnaan gen SON pada tisu.



b)

Rajah 4.31
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Graf taburan penskoran pengekspresan SON pada slaid TMA
mengikut a) gred tumor dan b) tahap tumor. Gred tumor merupakan
ukuran tahap keterangan tumor berdasarkan sel normal
disekelilingnya yang dilihat di bawah mikroskop. Ia merupakan
petunjuk kemungkinan tumor berkembang dan merebak. Tahap
kanser merupakan rujukkan kepada saiz atau tahap tumor asal telah
merebak di dalam badan. Pengelasan tumor kanser adalah
berdasarkan kepada faktor seperti lokasi tumor utama, saiz tumor dan
penglibatan nodus limfa (Lung Cancer NICE guideline 2011).
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Jadual 4.14  Rumusan kombinasi penskoran slaid TMA yang mengikut peratusan
taburan pengekspresan SON dan intensiti pewarnaan protein SON.
Jadual a adalah peratusan taburan penskoran mengikut skor dan tahap
pada slaid TMA. Jadual b merupakan analisis ujian Chi-square pada
penskoran dan tahap kanser

a)
Tahap Bilangan Kombinasi Skor Pengekspresan SON
Kanser Paru- pesakit
Paru (n (=0 /02)08) Skor1  Skor2  Skor3  Skor4
I 117 12 44 44 17
(56%) (10.26%) (37.6%) (37.6%) (14.53%)
I 41 2 12 17 10
(19.6%) (4.9%) (293%) (41.5%) (24.4%)
la 16 3 9 4
(7.7%) (18.75%) (56.25%)  (25%)
1IIb 16 7 7 2
(7.7%) (43.75%) (43.75%) (12.5%)
v 2 2
(1%) (100%)
Normal 16 9
(7.7%) (100%)
b)
Nilai df Nilai p
Khi-persegi 41.735(a) 16 0.000
Pearson
Nisbah 38.446 16 0.001
kebolehjadian
Linear persatuan 6.396 1 0.011
Bilangan kes 201

sahih
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4.6 KESAN RAWATAN 5siSON PADA PERTUMBUHAN TUMOR
XENOGRAF

Di dalam kajian ini, gen SON telah digunakan sebagai sasaran terapi novel bagi
penyakit NSCLC dimana gen ini telah memberikan keputusan yang
memberangsangkan di dalam kajian in vitro. Objektif utama kajian ini adalah untuk
membuktikan keberkesanan siSON menindas pertumbuhan tumor di dalam model
tikus, yang juga mewakili model manusia, apabila pengekspresan mRNA gen ini
ditindas oleh siRNA. Beberapa anggapan telah digariskan di dalam kajian ini iaitu:

a. Tiada tindak balas imuniti di dalam tubuh tikus nude terhadap titisan sel

AS549.

b. Mikro-persekitaran di dalam tubuh tikus nude adalah sama antara satu

sama lain dan menghampiri mikro-persekitaran pesakit kanser.
c. Genotip dan fenotip bagi mencit adalah sama antara satu sama lain.

Oleh kerana gen SON telah dikenalpasti sebagai sasaran terapi yang
berpotensi di dalam kajian in vitro, maka kajian in vivo dilakukan untuk
membuktikan dengan lebih lanjut bahawa kehilangan fungsi gen SON pada model
xenograft tikus nude dapat mengurangkan pertumbuhan tumor berbandingkan
dengan kawalan serta membuktikan bahawa perencatan gen SON dapat membantut

saiz pertumbuhan tumor yang rancak membesar.

Merujuk pada jadual 3.3 yang merupakan carta aliran rumusan metodologi
kajian in vivo ini dimana langkah pertama adalah mengenalpasti jujukan siRNA
yang memberikan keputusan penindasan gen yang paling optimum. Kedua adalah
penentuan dos yang diperlukan untuk tujuan rawatan. Ketiga adalah proses transplan
xenograf titisan sel AS549. Seterusnya adalah proses rawatan mencit yang
berlangsung selama sebulan dengan menggunakan siRNA yang dipilih dan dos yang

telah ditentukan.

Langkah pemilihan jujukan siRNA yang digunakan dalam rawatan in vivo
adalah penting untuk memastikan kejayaan penindasan pengekspresan gen.

Penggunanan jujukan siRNA yang berlainan pada sesuatu gen akan menyebabkan
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tahap pengekspresan gen yang berbeza diperolehi. Keberkesanan siRNA menindas
pengekspresan gen amat bergantung kepada kekuatan pembentukan kompleks RISC
oleh jujukan siRNA. Walaupun penggunaan lebih daripada tiga jujukan siRNA
dalam kajian in vivo amat digalakkan namun pendekatan ini memerlukan banyak

kos, masa serta langkah penyediaan.

Pengoptimuman transfeksi siRNA dilakukan secara in vitro pada titisan sel
A549 dengan menggunakan empat jujukan siRNA yang berlainan. Setiap ujikaji
dimulakan dengan 1 x 10° sel A549 setiap satu flaks kultur 75 cm” dan sel
ditransfeksi dengan anti-SON siRNA dengan kepekatan 50 nM, 100 nM, 150 nM,
200 nM, 250 nM dan 300 nM pada setiap jujukan siRNA (Rajah 4.32). Berdasarkan
kajian yang dilakukan mendapati jujukan siSON4 menghasilkan penindasan
proliferasi sel A549 yang paling tinggi berbanding dengan jujukan siRNA yang lain
(Rajah 4.32).

Rajah 4.32  Pengoptimumnan transfeksi jujukan siRNA secara in-vitro dengan
menggunakan empat jujukan siRNA gen SON yang berlainan. Paksi
Y merupakan peratusan sel A549 yang hidup selepas transfeksi
siSON dilakukan. Paksi X merupakan kepekatan siSON yang
digunakan untuk transfeksi dengan 1 adalah 50nM, 2 adalah 100nM,
3 adalah 150nM, 4 adalah 200nM, 5 adalah 250nM dan 6 adalah
300nM. Setiap satu siRNA yang digunakan adalah dikulturkan
dengan 1 x 10° sel selama 48 jam. Ujian transsfeksi siRNA ini
dilakukan sebanyak tiga kali. Nilai p bagi replikasi adalah < 0.023.
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Keputusan penskrinan ini disokong dengan pencerapan pengekspresan gen
SON yang ditindas oleh siSON4 dengan menggunakan teknik western blot
pengekspresan protein SON telah ditindas (Rajah 4.33). Selain menentukan jujukan
siRNA yang memberikan kesan pengurangan proliferasi sel A549, dos reaksi tindak
balas, IC50 juga ditentukan (Rajah 4.34). Salah satu kekangan utama dalam kajian
siRNA secara in-vivo adalah kepekatan siRNA yang digunakan dalam transfeksi
tidak mencukupi untuk menindaskan pengekspresan gen yang dikaji. Berdasarkan
Rajah 4.34 didapati bahawa dos reaksi sel terhadap rawatan siSON4 mencapai tahap
50% kematian sel adalah pada kepekatan 350 nM. Maka dos 350 nM ini dipilih
untuk rawatan tikus nude bagi menentukan keberkesanan rawatan siSON terhadap

transplan xenograf kanser paru-paru.

siRNA Tiada
kawalan

siSON4 Transfeks

SON

<+—Tubulin

Rajah 4.33  Pengekspresan protein SON yang ditindas dengan siSON4 yang
dicerap dengan menggunakan teknik western blot.
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Rajah 4.34  Dos reaksi tindak balas bagi siSON4 menggunakan tujuh jenis
kepekatan, 50nM, 100nM, 150nM, 200nM, 250nM, 300nM dan
350nM. Setiap satu kepekatan siSON4 diulangi sebanyak tiga kali
dan dikulturkan bersama-sama dengan 1 x 10° sel. Nilai p bagi
replikasi adalah < 0.036.

Kajian in vivo siSON dilakukan dengan menggunakan tikus nude (nude
mice). Tujuan utama menggunakan tikus nude di dalam kajian ini adalah kerana
tikus jenis ini tidak mempunyai sistem imuniti yang berfungsi. Maka penjagaan
tikus jenis haruslah rapi dan cermat. Tikus yang diperolehi daripada BioLASCO
Taiwan Co. Ltd. secara puratanya adalah berumur 6 minggu. Tikus diletakkan pada
sangkar IVC (Individual Ventilated Cage system) sepanjang kajian dilakukan. Empat
kumpulan tikus telah dibahagikan dengan setiap kumpulan mengandungi tiga ekor
tikus (Rajah 4.40). Jangka masa pertumbuhan tumor sehingga saiz purata 0.6 cm
mengambil masa selama 3 minggu. Rawatan siRNA dilakukan secara suntikan
intratumoral bersama-sama dengan Atelogen (ReproCell®) di mana Atelogen

merupakan kolagen estrakkan yang digunakan sebagai agen transfkesi siSON4.

Rawatan siSON dilakukan dengan dos 350 nM setiap tiga hari sekali selama
tiga minggu. Pencerapan keputusan rawatan siSON4 dilakukan dengan
menggunakan model pertumbuhan kinetik tumor yang berdasarkan pengukuran saiz

tumor setiap tiga hari sekali. Pengiraan pertumbuhan kinetic tumor adalah
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berdasarkan persamaan TV = L X W X H, di mana TV merupakan isipadu tumor, L

merupakan panjang, W merupakan ketebalan dan L merupakan ketinggian.

a)

Rajah 4.35

b)

Keputusan rawatan siSON4 pada tumor A549 yang telah ditransplan
secara subkutin pada tikus nude. Gambar a merupakan tikus nude
yang membawa tumor A549 sebelum rawatan dimulakan. Gambar b
merupakan gambar selepas rawatan siSON4. Gambar ¢ merupakan
pemerhatian bawah kulit tikus nude yang telah dirawat dengan
siSON4.

b)
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Rajah 4.36  Keputusan rawatan kawalan, siRNA tanpa sasaran pada tumor A549
yang telah ditransplan secara subkutin pada tikus nude. Gambar a
merupakan tikus nude yang membawa tumor A549 sebelum rawatan
dimulakan. Gambar b merupakan gambar selepas rawatan siRNA
tanpa sasaran. Gambar ¢ merupakan pemerhatian bawah kulit tikus
nude yang telah dirawat dengan siRNA tanpa sasaran.
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Minggu

Rajah 4.37  Pertumbuhan kinetik tumor antara empat jenis kumpulan tikus nude
yang menerima rawatan yang berlainan. Perbandingan statistik antara
kumpulan rawatan siSON4 dan Atelogen adalah ketara dengan nilai p
=0.0016.
Pada kumpulan tikus nude yang dirawat dengan atelogen dan siSON yang

berkepekatan 350 nM (0.35mg kg') didapati menunjukkan perbezaan yang
signifikasi (pengurangan 1.0 + 0.6cm’; p<0.0016) apabila dibandingkan dengan
kumpulan tikus dirawat dengan Atelogen sahaja bagi bacaan yang terakhir (Rajah
4.37). Manakala bagi kumpulan tikus yang dirawat dengan siRNA tanpa sasaran
didapati saiz tumor terus menambah tetapi mempunyai sedikit kekurangan saiznya
berbanding dengan kumpulan kawalan yang lain iaitu pengurangan 0.2 + 0.05cm’
(Rajah 4.37). Walaupun begitu pengurangan saiz tumor adalah tidak bererti bila
dibandingkan dengan kumpulan tikus yang dirawat dengan atelogen (p< 0.35) dan
kumpulan tikus tanpa rawatan (p< 0.23). Tikus yang dirawat dengan atelogen dan
siRNA tanpa sasaran dan tikus yang tidak dirawat saiz tumor terus bertambah

(penambahan 6.0 = 0.5 mm).

Suatu keputusan yang menarik telah diperolehi dalam kajian ini iaitu ketiga-
tiga kumpulan tikus kawalan yang membawa transplan titisan sel A549 secara

xenograf mempunyai jenis tumor yang menembus masuk ke dalam bahagian dermis
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tisu (Rajah 4.36) dan membentuk saluran darah. Keputusan ini tidak dapat
diperhatikan pada kumpulan tikus rawatan (Rajah 4.35). Keputusan ini hampir
selaras dengan kajian in vitro fungsi gen SON dengan menggunakan asai migrasi
(Rajah 4.18). Dalam permulaan proses angiogenesis, sel-sel tumor haruslah
berkeupayaan bertumbuh merentasi membran endothelial dan berhijrah untuk
mendapatkan sumber nutrisi seperti faktor pertumbuhan sel agar ia boleh bertumbuh
dengan subuh. Dalam menilai keupayaan angiogenesis sel, asai migrasi pada

kebiasaanya akan digunakan (Goodwin 2007; Auerbach et al. 2003).

Akhir  sekali, berdasakan keputusan in vivo, kesimpulan yang
berkemungkinan tinggi untuk menerangkan fenomena ini adalah proses migrasi sel
A549 ke bahagian epidermis tisu kulit berkait rapat dengan pengekspresan gen SON.
Akan tetapi bukti perencatan SON menghalang pertumbuhan sel A549 ke bahagian
epidermis masih perlu diperincikan dengan menggunakan kaedah imunohistokimia
untuk menjejaki perkembangan pertumbuhan tumor setelah pengekspresan gen SON

direncatkan.



Bab V

PERBINCANGAN

Kanser paru-paru merupakan jenis kanser yang menyebabkan kematian yang
tertinggi di dunia (American Cancer Society 2014). Walaupun kebanyakan kes
kanser paru-paru yang dilaporkan didapati berkolerasi dengan kelakuan menghisap
rokok, namun terdapat juga sejumlah besar kes kanser paru-paru adalah melibatkan
mereka yang tidak berokok. Dengan itu kajian patologi molekul ke atas kejadian

patogenik kanser paru-paru amat diperlukan.

5.1 PENGENALPASTIAN SASARAN TERAPI NSCLC

Kajian profil pengekspresan gen dengan mengunakan teknologi DNA mikroatur
semakin rancak dilakukan pada dekad ini. Ini adalah kerana ia merupakan satu
teknologi yang mempunyai daya pemprosesan yang tinggi dan komprehensif untuk
mengkaji profil transkriptom. Sehingga kini, terdapat lebih 150000 penerbitan
penyelidikan kanser yang menggunakan teknologi mikroatur DNA telah dilaporkan.
Malahan antara terbitan-terbitan profil pengekspresan gen bagi sampel kanser yang
dinyatakan terdapat banyak integrasi data dan parameter telah dilaporkan juga.
Justru itu, data ini merupakan suatu aset yang sangat bernilai untuk dimanupulasikan
bagi mencari sasaran terapi bagi kanser serta mendalamkan lagi kefahaman

perkembangan dan tahap kanser.

Pemahaman dan penggunaan ribuan data profil pengekspresan gen bukan
merupakan sesuatu perkara yang mudah. Analisis data profil pengekspresan gen dan
integrasi dengan data etnik, umur, tahap kanser, jangka hayat pesakit kanser serta

kerintangan terapi kimia adalah sangat rumit. Namun kerumitan ini telah cuba
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diselesaikan oleh ONCOMINE, suatu pangkalan data yang baru dibangunkan.
Antara keupayaan program dalam ONCOMINE adalah menganalisis data profil
pengekspresan gen secara sistematik dengan mengunakan kaedah meta-analisis iaitu
mengabungkan semua data yang ada dan menghuraikan data yang diperolehi

sebelum dianalisis secara statistik.

Di dalam kajian meta-analisis ini, telah mengenalpasti 235 gen yang
mempunyai pengekspresan meningkat berbanding dengan tisu normal. Analisis
seterusnya dilakukan pada 235 gen tersebut dengan integrasi ke atas gen set kanser
yang lain. Keputusan menunjukkan 10 set gen dengan sejumlah 80 gen pilihan untuk
kajian siRNA berjaya disenaraikan. Secara amnya, gen-gen pilihan tersebut
sekiranya diterjemahkan bersama berkemungkinan berpotensi sebagai gen ramalan
fenotip untuk kepanjangan hidup pesakit yang lebih berkesan jika dibandingkan
ramalan fenotip pesakit yang hanya menggunakan satu gen sahaja. Angapan ini
selaras dengan kajian terkini yang telah menunjukkan ramalan keadaan pesakit
adalah lebih tepat dengan berpandukan pelbagai interaksi molekul biologi (Cheng et
al 2013; Nagalla et al 2013).

5.2 IDENTIFIKASI GEN YANG MENINGKATKAN KEMOSENSITIVITI
SEL KANSER PARU-PARU MELALUI SARINGAN RNAi

Pengkulturan titisan sel kanser telah dilakukan 20 tahun yang lepas oleh George Gey
di mana beliau berjaya mengkulturkan titisan sel manusia daripada kanser serviks —
sel HeLa. Kejayaan yang diperolehi oleh beliau diteruskan dengan pengkulturan
titisan sel kanser paru-paru pada tahun 1980-an. Sehingga kini, mengikut kajian
yang dilakukan ke atas pangkalan data Wellcome Trust Sanger Institute, terdapat
beratus jenis titisan sel kanser paru-paru telah dikulturkan dan digunakan untuk
kajian. Daripada kesemua jenis titisan sel kanser paru-paru ini, lebih kurang 8000
kajian direkodkan di dalam pangkalan data PubMed bermula dari tahun 2000

sehingga kini.

Perbincangan mengenai kesesuaian titisan sel kanser digunakan dalam kajian
kanser biologi telah berlarutan selama dua dekad. Jawapan bagi perbincangan ini

masih tidak dapat diperolehi kerana ia adalah suatu isu yang kompleks dan meliputi
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pelbagai pemikiran dan pertimbangan. Namun begitu, penggunaan titisan sel dalam
kajian kanser biologi mempunyai beberapa kebaikan yang tidak boleh dinafikan.
Salah satu kebaikan dan kelainan titisan sel daripada tumor adalah populasi titisan
sel kanser adalah seratus peratus sel kanser yang tulin berbanding dengan tisu tumor
primer dimana sebahagian besar adalah terdiri daripada sel stromal dan sel
inflamasi. Maka dengan itu pencemaran sel malignan dengan sel bukan malignan
sentiasa berlaku dan ini akan memberikan keputusan kajian yang kurang tepat

terutamanya kajian ke atas mutasi gen.

Kebaikan penggunaan titisan sel yang lain adalah titisan sel dapat melakukan
pembahagian sel dalam medium kultur. Ini secara terus dapat membekalkan DNA,
RNA serta protein yang berkualiti dalam kuantiti yang tinggi untuk kajian kanser
biologi. Juga pada masa yang sama, para pengkaji di merata dunia dapat membuat
perbandingan data terhadap hasil kajian masing-masing ke atas sampel yang sama
bagi menghurai ketepatan kajian. Perkara ini tidak dapat dilakukan sekiranya

menggunakan sampel tumor yang berlainan.

Kejadian kanser adalah disebabkan oleh beribu-ribu jenis faktor sama ada
faktor fizikal, faktor kimia ataupun faktor biologi. Namun kesemua faktor ini secara
langsung melibatkan tindak balas tapak jalan biokimia yang banyak. Titisan sel
merupakan pilihan yang terbaik untuk mengkaji, identifikasi serta menguji tapak
jalan biologi yang menyumbang kepada perkembangan kejadian kanser. Keupayaan
ini dapat mempercepatkan proses pengenalpastian sasaran penindasan gen bagi

merawat kes kanser (Bernasconi et al. 2000).

Kini kajian biologi kanser bertambah menarik dengan adanya bantuan
teknologi RNAi dan teknologi penskrinan plat mikrotiter. Kedua-dua teknologi ini
membolehkan kajian kesan interaksi genom, perubahan genom yang menyumbang
kepada patogenesis kanser dikaji dengan lebih komprehensif. Gabungan teknologi
ini mampu menonjolkan gen-gen yang memberikan impak besar pada kemandirian
kanser sel dan seterusnya berkemungkinan meningkatkan sensitiviti kanser sel pada

rawatan terapi kimia.
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Teknik RNAi ini telah digunakan dalam beberapa kajian lepas dengan
berjaya dalam mengenalpasti gen-gen yang meningkatkan sensitiviti terapi kimia
pada beberapa jenis kanser termasuklah kanser paru-paru. Antara kajian yang pernah
dilakukan adalah seperti kajian yang dibuat oleh Zhang et al. 2012 di mana beliau
dan rakannya berjaya menggunakan teknik ini untuk menunjukkan penindasan gen
XPA dapat mengaktitkan semula sensitiviti sel kanser paru-paru yang sangat rintang
pada rawatan cisplatin. Kejayaan pengunaan teknik RNAi juga diperolehi oleh Hong
et al. 2013 iaitu beliau telah menggunakan teknik ini menemui gen HRP-3 yang
boleh mensensitifkan sel kepada rawatan radio terapi apabila pengekspresannya

ditindas.

Di dalam kajian ini RNAi yang digunakan merupakan jenis RNA nukleotida
dupleks pendek dengan purata kepanjangan adalah antara 20-23 nukleotida. Antara
mekanisme jenis RNAi ini adalah pembentukkan RISC (RNA-induced silencing
complex) di dalam sistem sel dan pembentukan kompleks ini akan bertanggung
jawab menghalang serta memotong sasaran mRNA yang bertujuan menghalang
pengekspresan gen sasaran. Kajian ini juga mengambil pendekatan RNA pasca-
transkripsi iaitu titisan sel dirawatkan dengan RNAi sebelum mengkulturkan titisan
sel. Antara kebaikan pendekatan ini adalah ia dapat mengurangkan ralat mutasi pada

titisan sel kanser yang berkemungkinan berlaku semasa pengkulturan sel.

Keputusan saringan RNAI ini selaras dengan konsep Hallmarks of Cancer
yang diutarakan oleh Hanahan dan Weinberg (2000). Konsep yang disyorkan oleh
Hanahan dan Weinberg (2000) menyatakan bahawa kanser sel merupakan sel yang
rintang pada proses apoptosis. Keputusan saringan RNAi ini mendapati bahawa
hampir 75% gen yang terlibat dalam proses apoptosis akan menurunkan proliferasi

titisan sel A549 apabila pengekspresan gen-gen tersebut ditindas.

Apabila diperhatikan dengan lebih terperinci mengenai keputusan saringan
siRNA didapati bahawa majoriti daripada gen yang memberikan keputusan positif
adalah gen anti-apoptotik dan gen angiogenesis (rujuk jadual 4.2). Keputusan ini
berlaku berkemungkinan gen-gen anti-apoptosis adalah lebih dominan dalam

menentukan kemandirian dan patogenesis kanser paru-paru. Seterusnya ekoran
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daripada kegagalan proses apoptosis, gen angiogenesis akan diaktifkan dan
merangsang proses pertumbuhan koloni sel kanser untuk membentuk saluran darah
yang khusus bagi pembentukan tisu kanser. Namun, perkara ini masih menjadi suatu
pertikaian yang harus diperhatikan mengenai dominasi gen angiogenesis dan gen
anti-apoptosis. Ini adalah kerana faktor kedominan gen dalam kes kanser akan

mempengaruhi rawatan terapi kimia.

Berdasarkan data hasil analisis kajian, antara 80 gen tersebut, terdapat
beberapa gen-gen yang menunjukkan potensi sebagai sasalan prognosis bagi
patogenik kanser paru-paru. Antaranya adalah seperti gen ANG, gen TIAF1 dan gen
PCDHB11.. Gen ANG merupakan gen yang terlibat dalam merangsangkan
pembentukkan saluran darah baru. la bertindak dengan melakukan hidrolisis tRNA
sel yang seterusnya mengurangkan protein sintesis dan seterusnya merangsangkan
tekanan granular pada sel lalu mendesak sel untuk melakukan proses vaskulasi (Han

et al. 2010; Emara et al 2010).

Gen TIAF pula merupakan gen yang terlibat dalam menghalang sitotoksik
yang disebabkan oleh kelebihan pengekspresan TNF-alfa reseptor dan TNF-alfa
yang seterusnya akan menyebabkan degradasi IkappaB-alfa (Chang et. al. 1998;
Chang et. al. 2012). Manakala gen PCDHB11 pula merupakan gen yang memainkan
peranan dalam tapak jalan glukos metabolism, carbon metabolism dan pengikatan
ion kalsium. (Wu et al. 1999). Namun, fungsi spesifik gen ini masih tidak
dikenalpasti dan ia berkemungkinan memainkan peranan dalam pembentukkna

fungsi penghubung antara sel-sel neuron (Ota et al. 2004; Schmutz et al. 2004).

Susulan daripada saringan siRNA, kajian diteruskan dengan menggunakan
set gen yang sama untuk melakukan penyaringan aktiviti sensitiviti pada cisplatin.
Cisplatin merupakan ubat rawatan terapi kimia utama yang akan digunakan untuk
merawat pesakit kanser paru-paru. Ini adalah kerana cisplatin mempunyai aktiviti
anti-tumor yang luas, tetapi ketoksikannya hanya pada sesetengah sel dan tisu sahaja
1aitu sel enterokromaffin gastro-usus, tubul buah pinggang, sel rambut koklea, akar
ganglia dorsal, megakaryosit serta sel-sel yang aktif membahagi (McKeage 1995).

Sel-sel normal mempunyai beberapa mekanisme perlindungan daripada persekitaran
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merbahaya terutama dalam terapi kimia cisplatin (Crawford & Davies 1994; Prestera
et al. 1993; Soti & Csermely 2006) yang boleh melindungi dan menyumbang kepada

kerintangan pada terapi cisplatin.

Kerintangan cisplatin telah dikaji secara mendalam. Secara amnya, dalam
mengkaji semula mekanisme kerintangan cisplatin, keseluruhan data yang ada
mencadangkan bahawa mekanisme kerintangannya adalah hampir sama bagi
pelbagai jenis kanser yang berlainan iaitu kerintangan secara intrinsik dan ekstrinsik.
Kanser kolon dan buah pinggang mempunyai kerintangan intrinsik yang
menghadkan keberkesanan rawatan cisplatin. Manakala bagi kerintangan ekstrinsik
berlaku pada kes-kes kanser yang lain dimana sesetengah pesakit yang pada
mulanya memberikan reaksi tindak balas pada rawatan cisplatin, tetapi mengalami
kerintangan apabila rawatan diteruskan. Walaupun kerintangan pada rawatan
ciplatin banyak dikaitkan dengan mutasi gen (Goldie & Coldman 1985), namun
melalui pelbagai pemerhatian klinikal (Stewart et al. 2004) dan penyiasatan makmal
(Nyce 1997) serta pemerhatian perangsangan kerintangan terhadap cisplatin dengan
menggunakan ubat perangsang in vitro (Graham et al. 1994; Di Nicolantonio 2005;
Akita et al. 2006), suatu kesimpulan telah dibuat iaitu perubahan epigenetik
berkemungkinan menjadi faktor penyumbang utama pada mekanisme kerintangan

cisplatin.

Kerintangan cisplatin boleh dikelaskan kepada kerintangan aktif dan
kerintangan pasif. Kerintangan aktif berlaku apabila terdapat faktor kerintangan
yang berlebihan, di mana wujudnya pembentukan bahu pada lengkung dos-tindak
balas (DRC-Dos response curve) jika dibandingkan dengan graf ketepuan pasif.
Manakala kerintangan pasif adalah akibat daripada kekurangan faktor yang
menyebabkan penurunan kecerunan lengkungan DRC yang disebabkan oleh
perubahan faktor gen dan seterusnya memberikan penurunan kecerunan DRC pada
graf jika dibandingkan dengan graf ketepuan pasif (Stewart et al. 1996). Contoh
faktor-faktor kerintangan aktif adalah termasuk protein pam pengeluaran ion bercaj,
sistem pembaikan DNA, faktor-faktor anti-apoptotik, dan sebagainya. Manakala
contoh faktor-faktor yang mempengaruhi faktor kerintangan pasif adalah seperti

faktor sistem pengaktifan pengambilan ubat, penghalang sasaran terapi seperti
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penghalang topoisomerase II untuk enzim topoisomerase II, faktor-faktor pro-
apoptotik atau faktor-faktor yang merupakan sebahagian daripada famili gen

apoptotik atau sel-sel yang berada dalam fasa sensitif pada kitaran sel.

Keputusan saringan siRNA ke atas sensitiviti A549 terhadap cisplatin
memaparkan keputusan yang berbeza dengan keputusan saringan siRNA tanpa
cisplatin. Dalam kajian ini didapati aktiviti sensitiviti cisplatin dipengaruhi oleh gen-
gen angiogenesis, metastasis dan telomerase. Kesemua aktiviti proses biologi ini
didapati mempunyai kesan pada proses kitaran sel dan pertumbuhan sel. Maka
dengan ini kerintangan jenis ini adalah dikaitkan dengan kerintangan pasif iaitu

sejajar dengan apa yang dilaporkan dalam kajian-kajian lepas.

Berdasarkan kajian-kajian lepas kerintangan terhadap cisplatin boleh
dikaitkan dengan peningkatan pengeluaran cisplatin dari sel atau dari nukleus ke
dalam sitoplasma (Stewart et al. 2007; Siddik 2003; Johnson et al. 1996).
Pengangkut ion kuprum jenis-P adenosina trifosfat, ATP7A dan ATP7B telah
dikaitkan dengan pengeluaran cisplatin daripada sel dan kerintangan sel pada
cisplatin (Nakayama et al. 2001; Wang et al. 2004; Katano et al 2003; Higashimoto
et al 2003; Miyashita et al 2003). Ion kuprum bersaing dengan cisplatin untuk
pengambilan masuk ke dalam sel tetapi ia juga mengurangkan pengeluaran cisplatin
daripada sel serta meningkatkan jumlah pengumpulan cisplatin dan sitotoksisiti pada
sel kanser (Melvik et al 1992; Min et al 2004). Peningkatan pengekspresan ATP7B
dikaitkan dengan kekurangan kesan rawatan cisplatin pada pesakit kanser esofagus
dan kanser sel skuamus otak dan leher (SCCHN). Keputusan yang hampir sama juga
diperolehi dalam kajian ini dimana penindasan pengekspresan gen ATP6AP2
berjaya meningkatkan sensitiviti sel AS549 pada rawatan cisplatin. Maka
berkemungkinan dengan pengurangan pengekspresan gen ATP7B, ATP7B dan
famili gen ATP6AP2 akan berpotensi menyumbang kepada pengurangan rintangan
cisplatin pada rawatan klinikal (Miyashita et al 2003; Samimi et al 2004)

Di dalam sel, cisplatin-klorida akan digantikan oleh hidroksi neutral atau
kumpulan aquas hidroksi yang bercas positif (Bose et al. 2005). Kumpulan kimia
aquas cisplatin-klorida kebanyakannya adalah pengikat DNA (Anderson et al. 1994)
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dan menyebabkan intra-bebenang dan inter-bebenang DNA bersilang, putus dan
memendek lalu menyebabkan kematian sel berlaku (Zwelling et al. 1979). Di dalam
suatu kajian tahap pemendekan DNA dalam limfosit telah menunjukkan kaitan
pemendekan DNA dengan pembentukan tumor serta dengan keberkesanan rawatan
cisplatin (Poirier et al. 1988; Reed et al. 1987; Parker et al. 1991; Dabholkar et al.
1992; Meijera et al. 2001). Pengikatan cisplatin-DNA didapati berlaku dengan kerap
terutamanya dalam lokus kromatin nuklues yang berkepadatan tinggi dan di dalam
mitokondria. Tahap pengikatan ini adalah yang tertinggi di dalam sel yang aktif
membahagi (Raghunand et al. 1999). Dengan itu kesan sitotoksik ikatan cisplatin-
DNA adalah tertinggi pada sel yang berada dalam fasa G1 (Dempke et al. 1999).

Penurunan pembentukan ikatan DNA dan rintangan cisplatin mungkin
berlaku walaupun kepekatan sel yang tinggi (Stewart et al. 1996). Cisplatin adalah
paling berkesan pada pH yang rendah sama ada dalam intrasel ataupun ekstrasel
(Kozin et al. 2001; Wahl et al. 2002). Nilai pH yang meningkat secara ketara di
dalam sel menyebabkan rintangan cisplatin berlaku dimana DNA kurang
membentuk ikatan dengan cisplatin (Stewart et al. 1995; Murakami et al. 2001).
Pengikatan DNA-cisplatin meningkat secara ketara dalam keadaan asidik (Wahl et
al. 2002). Dalam konteks kitaran sel, nilai pH intraselular adalah terendah semasa
fasa G1 dan adalah tertinggi semasa fasa G2 /M. Maka selaras dengan fasa kitaran
sel, fasa tertentu akan mempunyai ikatan DNA-cisplatin yang tinggi dan secara
relatif meningkatkan kesitotoksikan sel (Murakami et al 2001). Beberapa gen yang
mengawal kerosakan DNA, apoptosis dan isyarat kepanjangan jangka hayat sel
didapati boleh menyumbang kepada rintangan pada cisplatin (Minagawa et al.
1999). Di dalam kajian ini didapati MCL1 dan APIS yang terlibat pada aktiviti
apoptosis memberikan kesan positif yang ketara dalam meningkatkan sentiviti sel
A549 terhadap cisplatin. Ini berkemungkinan disebabkan oleh keupayaan cisplatin
yang boleh mendorong apoptosis melalui gangguan saluran isyarat kompleks FAS
dan isyarat ligan FAS yang berinteraksi terus dengan MCL1 dan API5 (dengan
mengaktifkan kaspase 8 dan seterusnya kaspase 3) (Kigawa et al. 2001).

Perencatan proses apoptosis menyumbang kepada penentangan terhadap

kedua-dua mekanisme sitotosik cisplatin dan tindak balas p53 (Asada et al. 1999).
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Penurunan pengekspresan p53 berkemungkinan memberikan rintangan terhadap
cisplatin dengan peningkatan pengekspresan pengawal negatif, MDM2 diikuti
penurunan atau penindasan pengekspresn protein pl4ARF (Rosell et al. 2004).
Manakala dalam kajian ini mendapati bahawa pengekspresan gen MDM2 yang
merupakan pengawal negatif pengekspresan p53 adalah menurun susulan daripada
penindasan gen SON. Rintangan cisplatin juga telah dikaitkan dengan pengurangan
pengeskpresan protein-2-pengikat pS3 (Perego et al. 1996). Sel-sel yang mempunyai
delesi atau mutasi pS3 pada kebiasaannya adalah rintang terhadap cisplatin (Asada et
al. 1999; Kigawa et al. 2001). Rintangan terhadap cisplatin yang dikaitkan dengan
mutasi p53 telah dibuktikan secara in vitro pada titisan sel INOC dan SCCHN serta
secara klinikal pada tumor sel germa dan SCCHNs (Houldsworth et al. 1998;
Bradford et al. 1997; Kuwahara et al. 2002).

5.3  ANALISIS FUNGSI SON

Gen SON dikenalpasti oleh Berdichevskii et al. (1987) dimana kumpulan penyelidik
beliau telah mengklonkan fragmen gen SON daripada cDNA embrio manusia.
Jujukan nukletida gen ini adalah sepanjang 1,454 pasangan bes dengan enam rangka
bacaan terbuka (open reading frame). Apabila jujukan nukleotida gen ini ditranslasi
kepada protein, didapati protein SON mempunyai ciri-ciri yang unik iaitu 7 hingga
19 jujukan pendek asid amino berulang terdapat pada bahagian tengah protein ini.
Perbezaan utama analisis SBASE dengan kajian lepas adalah protein SON
berdasarkan jujukan asid amino mempunyai jujukan homolog dengan struktur
protein pengikat DNA yang lain seperti gallin (persamaan 55%), serta mempunyai
persamaan dengan onko-protein yang mengekodkan proto-onkogen famili protein
MYC. Ciri ketiga SON adalah ia mempunyai bahagian jujukan protein yang

homolog dengan onko-protein MOS proto-onkogen.

Berikutan daripada penemuan gen SON, Khan et al. (1994) telah melakukan
satu kajian dengan menggunakan perpustakaan cDNA keratinosit untuk
menghasilkan klon SON. Beliau mendapati bahawa gen SON diekspres pada

pelbagai jenis sel dan jujukan homolog dapat dikesan pada genom serangga serta
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genom haiwan tanpa vertebra. Ini menunjukkan bahawa gen SON merupakan gen

asas yang diperlukan oleh sel untuk memastikan kemandirian sel.

5.3.1 Kajian In Vitro Gen SON

Walaupun gen SON telah ditemui pada tahun 1987, namun fungsi utamanya
masih tidak dapat dikenalpasti dengan tepat. Usaha ini telah diteruskan oleh Wynn et
al. (2000) di mana beliau menggunakan protein SON tikus yang mempunyai 84.2%
persamaan asid amino dengan protein SON manusia, untuk memerhatikan
pergerakan protein SON pada sel dengan menggunakan teknik imunofluoresen.
Keputusannya mendapati bahawa corak pewarnaan protein SON adalah hampir
sama dengan corak faktor penyambatan mRNA (mMRNA spicing factors) serta ia
adalah didapati dengan banyak pada interfasa granul kromatin nukleus. Dengan itu,
gen SON berkemungkinan terlibat dalam aktiviti pemprosesan mRNA. Hasil kajian
yang dinyatakan selaras dengan hasil kajian ini di mana dalam kajian mikroatur

DNA mendapati gen SON terlibat dalam aktiviti fasa M, fasa mitosis sel.

Manakala di dalam kajian ini, pencarian fungsi gen SON dimulakan dengan
penyaringan jujukan mRNA menggunakan perisian SBASE. Hasil penyaringan
tersebut mempunyai sedikit kelainan dengan hasil kajian Berdichevskii et al. (1987).
Namun didapati antara kesamaan yang ada ialah gen ini mempunyai domain yang
berkaitan dengan domain tansduksi isyarat protein G, domain protein Cdc4 serta
protein domain Oligosakril transferase. Kesemua fungsi domain ini amat diperlukan
dalam aktiviti patogenik sel kanser untuk memastikan sel sentiasa dalam keadaan
aktif membahagi dan sentiasa menghasilkan protein yang diperlukan untuk
kemandirian sel kanser. Pencarian fungsi gen diteruskan dengan menggunakan
pangkalan data berdasarkan jujukan amino asid protein SON. Hasil saringan tersebut
mendapati SON tergolong dalam famili protein pengikat DNA. Ini selaras dengan
hasil kajian yang dilakukan oleh Wynn et al. (2000). Aktiviti penyambatan mRNA
memerlukan jujukan mRNA diikat sebelum bahagian exon mRNA dapat
dipotongkan dan dicantumkan intron untuk membentuk jujukan mRNA yang sedia

ditranslasikan ke jujukan polipeptida.
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Dalam suatu kajian replikasi virus influenza A yang dilakukan oleh Karlas et
al. (2010) melaporkan bahawa 287 gen yang telah dikenalpasti mempengaruhi kitar
hidup virus tersebut, SON merupakan salah satu gen tersebut. Didapati SON adalah
sangat penting dalam pengangkutan virion influenza semasa peringkat awal infeksi
virus. Fungsi pengangkutan virion influenza ini mungkin diambil peranan oleh
domain subunit oligosakarida transferase STT3 yang terdapat di dalam jujukan
protein SON. Protein yang mempunyai domain ini mempunyai peranan untuk
memindahkan kandungan lipid yang dihasilkan oleh endoplasmik retikulum ke
sitoplasma sel. Kandungan lipid merupakan kandungan yang penting dalam

pembentukan sel membran serta pembentukan virion.

Kajian fungsi gen SON diteruskan dengan asai apoptosis. Penindasan
ekspresi SON meningkatkan pengekspresan gene caspase 3 (CASP3) dan caspase 7
(CASP7). Brito et al. (2006) menyatakan semasa proses mitosis tertindas, tahap
siklin B menurun secara perlahan-lahan. Penurunan pengekspresan faktor kitaran sel
siklin B akan diikuti oleh peningkatan aktiviti pengekspresan caspase. Dalam kajian
yang dilakukan oleh Gascoigne dan Taylor (2008), mereka juga mendapati bahawa
apabila tahap pengekspresan protein siklin B menurun sampai pada kepekatan
tertentu sebelum protein caspase mencapai kepekatan yang cukup untuk
merangsangkan apoptosis, sel akan keluar daripada kitaran sel tanpa berlakunya
apoptosis. Manakala sekiranya tahap pengekspresan siklin B tidak menurun ke tahap
yang rendah dan tahap pengekspresan caspase terus meningkat, sel akan melalui

proses apoptosis di dalam kitaran sel.

Walaupun ujian penindasan gen SON memberikan keputusan positif pada
asai apoptosis, namun hubungan antara fungsi gen SON dengan caspase 3 dan
caspase 7 masih tidak dapat ditentukan secara tepat. Berdasarkan kajian lepas, ubat
anti-mitosis akan melewatkan perkembangan mitosis untuk suatu jangka masa
dengan menghalang proses mitosis sel daripada melepasi program pemeriksaan
mitosis sel. Kelewatan mitosis yang berpanjangan pada kebiasaannya akan diikuti
oleh kematian sel di dalam mitosis. Walau bagaimanapun terdapat juga sesetengah
sel dapat melepasi kematian sel pada fasa mitosis dan terkeluar daripada program

pemeriksaan mitosis sel (Gascoigne & Taylor, 2008). Terdapat variasi yang besar
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antara sel-sel pada masa penentuan kematian sel walaupun di dalam populasi sel
yang mempunyai persamaan kandungan genetik. Oleh kerana itu, ini mengakibatkan
terdapat sel-sel yang mati di dalam proses pemanjangan program pemeriksaan
mitosis dan terdapat juga sel-sel yang hidup serta terkeluar dari program tersebut
dengan berada dalam keadaan tetraploid (Rieder & Maiato 2004; Brito & Rieder
2006; Gascoigne & Taylor 2008). Di dalam beberapa kajian yang berlainan, tiada
korelasi didapati antara pemanjangan masa mitosis dan kemandirian sel. Ini
menunjukkan jangka masa sel terhalang pada proses mitosis tidak menentukan nasib
sel sama ada sel akan mati pada proses mitosis, terkeluar daripada mitosis dan mati
pada fasa Gl atau fasa seterusnya ataupun terkeluar dari mitosis dan terus
melakukan proliferasi pada kitaran sel yang seterusnya (Gascoigne & Taylor 2008;

Shi & Mitchison. 2008; Brito & Rieder 2009).

Siklin B-CDK1 dianggap berperanan sebagai pusat pengawalan jangka masa
mitosis serta mengawal mekanisme apoptosis. Ia boleh mengalami fosforilasi secara
sendiri dan seterusnya menghalang aktiviti caspase 9 semasa proses mitosis (Allan
& Clarke 2007). Ini bermakna semasa pemanjangan jangka masa mitosis proses
apoptosis akan dilambatkan, maka adalah dianggapkan bahawa penurunan
pengekspresan protein siklin B-CDK1 dan peningkatan pengekspresan protein
caspase 9 berlaku pada kadar yang sama. Kajian juga menunjukkan bahawa
penambahan masa proses mitosis merangsang kekurangan degradasi protein MCL-1,
protein anti-apoptosis (Harley et al. 2010). Selain daripada itu terdapat juga
sesetengah kajian melaporkan terdapatnya pertindihan mekanisme tindakan berbalik
antara aktiviti siklin B-CDK1 dan aktiviti protein anti-apoptosis, BCL-XL dan BCL-
2 (Vantieghem et al. 2002; Terrano et al. 2010). Malahan kajian-kajian yang lain
menunjukkan sesetengah aktiviti kinase mitosis boleh menghalang perangsangan
pengaktifan protein p53. Antara keputusan yang didapati adalah sel yang mengalami
kelewatan penamatan mitosis akan mengalami ketidakseimbangan protein kompleks
yang diperlukan untuk mengaktifkan protein p53 (Ando et al. 2004; Ha et al. 2007;
Wu et al. 2011). Secara keseluruhan berdasarkan keputusan kajian-kajian lepas,
kelewatan penamatan proses mitosis akan menyebabkan halangan mekanisme

apoptosis serta tapak jalan biologi pro-apoptosis.
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Hasil analisis mikroatur yang diperolehi dalam kajian ini sejajar dengan
keputusan yang diperolehi oleh Alok et al. (2010) walaupun sel kanser yang
digunakan adalah sel HeLa di mana gen SON terlibat dalam aktiviti kitaran sel juga.
Di dalam kajian yang dilakukan oleh Ahn et al. (2008) mendapati gen SON terlibat
secara terus dalam kitaran sel. Di dalam kajian Alok et al. (2010), beliau
menggunakan sitometri aliran untuk membuktikan gen SON memberikan kesan pada
fasa G2 dan fasa mitosis kitaran titisan sel HeLa. Hasilnya mendapati bahawa gen

SON terlibat dalam proses splicing RNA gen-gen di kitaran sel.

Manakala di dalam kajian mikroatur titisan sel A549 yang melibatkan
penindasan fungsi gen SON mendapati bahawa gen SON lebih terlibat dalam aktiviti
transkripsi, translasi gen pada kitaran sel serta gen yang mengawal perkembangan
sel. Saitoh et al. (2004) melakukan analisis proteomik bintik nukleus (nuclear
speckles) berjaya mengenalpasti protein SON sebagai protein yang mengandungi RS
domain yang terbesar. RS domain merupakan domain yang dimiliki oleh protein
yang terlibat secara aktif dalam aktiviti penyambatan (splicing). Domain RS
merupakan kawasan yang banyak mengalami proses fosforilasi agar protein SR
dapat dilepaskan daripada bintik nukleus selepas melakukan aktiviti penyambatan
dan dikumpulkan semula pada spliceosome (Mermoud et al. 1994; Colwill et al.
1996; Yeakley et al. 1999)

Pemerhatian yang perinci telah dilakukan ke atas 336 gen yang terlibat
secara langsung dengan gen SON dengan menggunakan perisian PathwayStudio 7.0,
mendapati kebanyakan gen terlibat dalam kitaran sel dan tapak jalan NOTCH. Jika
dibandingkan dengan kajian-kajian lepas, sel kanser mempunyai keupayaan untuk
meniru isyarat pertumbuhan sel yang normal. Sel normal memerlukan isyarat
pertumbuhan mitogenik untuk membolehkan ia bertukar daripada keadaan tidak
aktif ke keadaan aktif membahagi. Rajah 5.1 merupakan kitaran litar sel yang
diperlukan oleh kanser sel untuk membolehkannya terus hidup tanpa dikesani oleh
sistem keimunan sel dan badan. Tapak jalan NOTCH merupakan antara komponen
tapak jalan tersebut yang menolong kanser sel tidak dikenalpasti sebagai sel yang

tidak normal oleh sistem keimunan.
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Rajah 5.1 Rumusan integrasi kitaran litar di dalam sel yang diperlukan oleh
kanser sel melakukan proliferasi sel. Kitaran litar ini hampir sama
dengan kitaran litar sel normal yang aktif membahagi kecuali senarai
gen-gen yang berwarna merah yang telah dibukti fungsinya telah
berubah. (Rajah petikan daripada Hanahan dan Weinberg 2000)

Tapak jalan NOTCH adalah berkait rapat dengan tapak jalan isyarat RAS,
walaupun interaksinya adalah berubah-ubah pada sel-sel yang berbeza. Pengaktifan
tapak jalan NOTCH merupakan laluan utama bagi merangsangkan RAS. Ini telah
dibuktikan oleh kajian yang dilakukan oleh Weijzen et al. (2002) dimana
penghalangan pengekspresan NOTCH berjaya menghalang pertumbuhan fibroblast
yang mempunyai mutasi gen RAS. Dengan ini, tapak jalan NOTCH merupakan suis
utama untuk membuka dan mengaktifkan tapak jalan RAS dan seterusnya

mengaktifkan tapak jalan kitaran sel (Rajah 5.1)

Melihat semula fungsi gen SON yang dikaji dengan teknik mikroatur, gen-
gen yang berinteraksi terus dengan pengekspresan gen adalah lebih tertumpu pada

tapak jalan kitaran sel dan pengekspresan gen (Rajah 5.2). Keputusan ini disokong
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oleh kajian in vitro dengan mengunakan asai viabiliti, apoptosis dan migrasi. Dalam
kajian asai viabiliti didapati pertumbuhan sel terencat disebabkan oleh gangguan
dalam kitaran sel. Antara gen-gen utama yang mengalami penurunan ekspresi adalah
gen MYC, CDK dan E2F yang merupakan gen-gen hiliran kitaran sel. Manakala
dalam kajian asai apoptosis dan asai migrasi pula mendapati penurunan ekspresi gen
SON merangsang pengekspresan CASP3 dan CASP7 yang mengaruhkan proses
apoptosis dan seterusnya menganggu proses migrasi sel. Perkara ini mungkin
merupakan penjelasan bagi keputusan yang diperhatikan dalam kajian in vivo iaitu

kegagalan tisu xenograf menembusi lapisan epidermis susulan penindasan gen SON.

Rajah 5.2 Integrasi kitaran litar tapak jalan biologi kitaran sel, apoptosis dan
pengekspresan gen di dalam kanser sel. (Rajah petikan daripada
Hanahan dan Weinberg 2000)

Susulan daripada pemerhatian gen-gen yang berinteraksi terus dengan gen
SON mendapati kebanyakannya adalah terlibat dalam aktiviti pengekspresan gen
terutama pengekspresan gen yang berkaitan dengan kitaran sel. SON
berkemungkinan sebagai protein kompleks yang diperlukan dalam merangsangkan
pengekspresan gen kitaran sel fasa M ataupun fasa S. Berdasarkan kajian lepas yang
telah dilakukan oleh Moore (2010), dan Eun-Young (2011) menunjukkan SON
mempunyai fungsi spesifik dalam pemprosesan RNA di dalam kitaran sel, tapak

jalan NOTCH dan replikasi sel pada titisan sel HeLa.
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Proses penyambatan RNA merupakan suatu proses penting dalam
mekanisme penghasilan protein. Proses ini merupakan penyumbang utama kepada
kepelbagaian transcriptomik dan proteomik. Hasil produk transkrip yang
menghasilkan mRNA akan melalui proses penyambatan sebelum proses translasi
boleh berlaku. Proses ini akan memberikan kesan yang mendalam ke atas ciri-ciri
protein, fungsi domain, kestabilan protein, lokasi protein serta interaksi antara
protein. Proses penyambatan RNA merupakan suatu peristiwa yang sentiasa berlaku
dalam sel normal. Data kajian terkini telah menunjukkan bahawa lebih daripada
90% daripada keseluruhan genom manusia menjalani proses penyambatan DNA dan
RNA (Wang et al. 2008). Perubahan dalam prose penyambatan telah ditunjukkan
dapat memberi kesan kepada proses biologi yang penting dan punca utama bagi

kebanyakan penyakit termasuk kanser.

Mutasi dalam gen-gen yang terlibat dalam penyambatan telah banyak
dilaporkan dalam penyakit kanser. Variasi penyambatan pada gen-gen mungkin
berkaitan dan mempunyai impak yang besar pada kanser paru-paru (Schwerk et al.
2005). Perkara ini telah digambarkan dalam kajian kepentingan penyambatan dan
fungsi pengatur apoptosis, BCL-X, yang dilakukan oleh Schwerk et al. (2005). Exon
pertama pengekodan gen BCL-X mengandungi sebuah tapak penyekatan
penyambatan. Di dalam kajian lepas, pra-mRNA BCL-X disambungkan keseluruhan
exon dan intron dan ditranslasikan kepada protein untuk menghasilkan protein BCL-
X yang berupaya menyekat proses apoptosis (Reeve et al. 1996). Manakala
disebaliknya, pra-mRNA yang disambungkan dengan sebahagian daripada exon dan
ditranslasikan kepada protein BCL-XL yang akan merangsangkan proses
proapoptosis dalam masa yang singkat (Groeger et al. 2004; Karczmarek-Borowska

et al. 2000).

Selain daripada itu, penyambatan RNA bagi gen CD44 juga dikaitkan
dengan patogenisis kanser paru-paru. Gen CD44 mengandungi 10 jujukan exon
dalam genom manusia. Proses penyambatan dan penyambungan exon yang berlaku
ke atas gen ini dengan kepanjangan yang berlainan berupaya menjanakan pelbagai
jenis protein isoform CD44. Isoform CD44 yang paling biasa ditemui adalah CD44s.

Fungsi CD44s adalah berkaitan dengan pembentukan matriks pada sel. Pengurangan
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pengekspresan CD44s telah dikaitkan dengan proses metastasis dan tahap
keagresifan kanser (Naor et al. 2002). Malahan, dalam kajian yang dilakukan oleh
Pirinen et al. (2000) menunjukkan bahawa pengekspresan protein CD44s boleh
dijadikan sebagai penanda biologi molekul bagi kes NSCLC. Beliau mendapati
bahawa peningkatan pengekspresan gen CD44s adalah berkorelasi dengan dengan

kadar perkembangan metastasis tumor.

Perubahan proses penyambatan yang berkaitan dengan polimorfisme genetik
juga berhubungkait dengan tahap risiko kanser paru-paru. Beberapa kajian kes telah
menemui kaitan antara siklin D1 (CCND1) polimorfisme G870A akan meningkatkan
risiko kanser paru-paru (Gautschii et al. 2007). CCNDI1 adalah protein yang
mengawal fasa GI1-S mitosis sel melalui interaksi antara kinase-kinase CDK
(Gautschi et al 2007). Polimorfisme G870A tidak mempunyai sebarang penukaran
urutan asid amino CCNDI, akan tetapi ia mempunyai corak pembentukan protein
kompleks yang berlainan dan tidak dapat dikenalpasti oleh molekul hiliran
dibawahnya. Ini menyebabkan fasa G1-S mitosis sel berlaku dengan jangka masa

yang panjang (Lu et al. 2006; Solomon et al. 2003; Li et al. 2008).

5.3.2 Kajian In Vivo Gen SON

Ekoran daripada analisis fungsi in vitro yang mendapati bahawa perencatan SON
telah menurunkan viabiliti sel dengan meningkatkan proses apoptosis, peranan SON
dalam pertumbuhan tumor telah dikaji secara in vivo dengan menggunakan model
tikus kanser paru-paru. Tikus yang telah diimplan subkutin dengan tumor xenograf
titisan sel A549 adenokarsinoma paru-paru telah dirawat dengan siSON4. Kajian
model tikus menunjukkan perencatan pengekspresan gen SON berjaya merencatkan
pertumbuhan tumor serta menghalang tisu kanser sel A549 menembusi lapisan
epidermis model tikus. Perencatan SON telah menghalang proliferasi sel serta proses
migrasi dan invasi sel tumor. Berdasarkan pemerhatian pada kajian ini, terdapat
pembentukan saluran darah baru pada tumor yang dirawat dengan siRNA tanpa
sasaran dan tumor kawalan. Ini menunjukkan proses angiogenesis berlaku pada

tumor kedua-dua model kanser tikus. Angiogenesis berlaku untuk membolehkan
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tumor mendapat bekalan nutrien yang diperlukannya untuk berkembang. Dengan itu,

proses replikasi sel berjaya disekat dengan menggunakan siSON4.

Kini, molekul kecil RNA yang bebenang ganda dua, siRNA, mempunyai
potensi yang tinggi sebagai terapi bio-farmaseutikal. Molekul siRNA hanya akan
berinteraksi dengan mRNA sasaran secara spesifik, maka kandungan DNA
kromosom tidak akan berubah. Ekoran daripada ketidakbolehan siRNA berinteraksi
dengan DNA, dengan ini ia telah mengurangkan kekhuatiran yang siRNA akan
membawa kesan sampingan atau berlakunya perubahan kandungan gen seperti mana

yang berlaku pada terapi gen yang mensasarkan DNA.

Kaedah konvensional perawatan penyakit dengan menggunakan ubat kimia
telah mencapai kebuntuan. Ubat-ubat kimia yang dihasilkan hanya mempunyai
kesan penindasan yang terhad pada sesetengah kelas reseptor, saluran ion serta
enzim (Fougerolles et al. 2007). Selain daripada itu, ubat-ubat biologi terkini seperti
antibodi monoklonal atau sitokin hanya mensasarkan pada permukaan sel atau hadir
pada saluran darah sahaja. Perkara-perkara yang dinyatakan di atas tidak berlaku
pada ubat biologi siRNA kerana ia boleh mensasarkan sebarang mRNA gen yang
wujud di dalam sel tanpa mengira lokasi mRNA di dalam sel (Bumcrot et al. 2006;

Kim & Rossi 2007)

5.3.3 Pengekspresan SON Pada Sampel Klinikal Tisu Mikroatur

Kanser paru-paru merupakan penyakit yang sukar diubati dan mempunyai peratus
kematian yang tinggi. Pada sesetengah kes ia adalah jenis kanser yang sangat
agresif sehingga menyebabkan kematian pada pesakit dalam jangka masa yang
pendek. Keupayaan mengenalpasti korelasi pengekspresan gen dengan profil
diagnostik klinikal boleh membantu dalam pembangunan algorithm diagnostik yang

boleh memantfaatkan strategi pengurusan kes kanser paru-paru.

Dalam kajian klinikal dan pra-klinikal, teknik imunohistokimia digunakan ke
atas sampel tisu segar yang diawet dalam blok formalin parafin untuk tujuan
diagnostik. Salah satu sebab utama tisu mikroatur digunakan dalam kajian ini adalah

kerana pelantar ini menawarkan kaedah validasi pengekspresan protein sasaran yang
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kos efektif dan cepat kerana ia boleh menganalisa ekspresi protein dalam banyak
sampel klinikal secara serentak dan cepat. Dalam kajian ini, SON didapati
berkecenderungan mempunyai pengekspresan tinggi pada tahap awal kes kanser
paru-paru. Namun suatu kekurangan yang didapati dalam kajian ini adalah tisu
mikroatur yang diperolehi tidak mempaparkan sebarang maklumat klinikal

mengenai jangka hayat setiap pesakit.

Adalah diketahui bahawa pada tahap permulaan kanser, sel kanser harus
mempunyai keupayaan untuk membahagi dan mengembang dengan kadar yang
cepat tanpa dikesani oleh sel imun. Protein SON yang dikesan tahap
pengekspresannya yang tinggi pada tahap awal kanser mempunyai peranan yang
penting dalam kitaran sel pada peringkat awal perkembangan kanser. Berdasarkan
kajian lepas didapati kehilangan heterozigositi biasa dikesan pada gen yang terlibat

dalam proses kitaran sel seperti EGFR.

Pada kebelakangan ini, EGFR telah digunakan untuk membantu
pengenalpastian jenis terapi yang akan digunakan bagi kanser paru-paru. Walaupun
hampir 35% kes kanser paru-paru didapati mempunyai pengekspresan gen EGFR
yang tinggi, namun masih terdapat juga sebilangan besar kes NSCLC tidak
mempunyai pengekspresan gen EGFR tetapi masih aktif membahagi (Lynch et al.
2004; Paez et al. 2004; Pao et al. 2011). Berkemungkinan masih terdapat gen-gen
dan mekanisme pembahagian sel yang masih tidak diketahui. Pada kajian tisu
mikroatur didapati hampir 90% tisu tumor kanser paru-paru mempunyai
pengekspresan protein SON berbanding dengan tisu normal. Ini mungkin boleh
dijadikan sebagai penjelasan bagi persoalan hanya 25% kes kanser mempunyai
pengekspresan gen EGFR. Berdasarkan keputusan kajian mikroatur dan keputusan
kajian-kajian lepas didapati bahawa proses perangsangan replikasi sel boleh berlaku
melalui pelbagai jenis tapak jalan, dan tapak jalan EGFR merupakan salah satu
daripadanya. Adalah didapati protein SON terletak dibahagian hilir atas EGFR dan
SON berkemungkinan berperanan merangsangkan pereplikasian sel melalui tapak

jalan RAS, namun ia masih perlu dibuktikan.



Bab VI

KESIMPULAN

Penyelidikan kanser semakin rancak pada dua dekat yang terdekat susulan
daripada kemajuan pelbagai teknologi biologi molekul. Antara yang paling popular
digunakan dalam penyelidikan kanser adalah teknik pengkulturan titisan sel kanser.
Ini adalah kerana penyelidikan titisan sel kanser dari segi teknikal dan kos kajian
masih dalam lingkungan yang terkawal dan kebolehan dilakukan pada makmal
institusi pengajian tinggi maka ia merupakan pemilihan utama untuk kajian
penskrinan gen terapi. Manakala penskrinan gen terapi dengan menggunakan
haiwan adalah lebih mencabar dari segi teknikal dan jauh lebih mahal berbanding
dengan menggunakan titisan sel kanser. Namun kajian in vivo merupakan suatu
keperluan untuk menentukan kesahihan keputusan in vitro. Pada kajian haiwan,
kesan sistemik gen serta interaksi mikro-persekitaran tumor haiwan yang kompleks

boleh diperhatikan dengan lebih komprehensif.

Di dalam kajian patologi kanser paru-paru ini, ia bermula dengan
menggunakan perisian komputer Oncomine dan telah mengenalpasti sebanyak 235
gen yang mempunyai pengekspresan signifiken. Kajian In silico ini diteruskan
dengan membuat penyaringan GSEA dan pembinaan tapak jalan biologi
menggunakan perisian PathwayStudio 7.0 berdasarkan 235 gen. Hasilnya mendapati
bahawa gen-gen tersebut dapat menyaring pada 6 gen set gen set anti-apoptosis, gen
set pengawalan negatif proses apoptosis, gen set pengawalan negatif program
kematian sel, gen set pengawalan negatif proses pertumbuhan dan gen set

pengawalan proses pertumbuhan. Manakala perisian PathwayStudio pula kategori
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gen-gen tersebut kepada tapak jalan angiogenesis, tapak jalan aktiviti telomerase,

tapak jalan anti-apoptosis serta tapak jalan metastasis.

Setelah mengenalpasti gen-gen sasaran, maka gen-gen tersebut diuji
peranannya dalam keperluan kepatogenikkan kanser paru-paru dengan
menggunakan teknik gangguan RNA (RNAi). Keputusan penskrinan menunjukkan
kebanyakkan gen yang memberikan keputusan positif merupakan gen-gen yang
terlibat dalam aktiviti anti-apoptosis dan diikuti dengan gen-gen yang terlibat dalam
aktiviti angiogenesis. Ini bermakna gen-gen yang mengawal aktiviti anti-apoptosis

lebih dominan dalam mengawal patogenik kanser paru-paru.

Kajian diteruskan dengan melakukan penskrinan gen-gen yang
meningkatkan sensitiviti titisan sel adenokarsinoma A549 terhadap cisplatin apabila
pengekspresannya dipendamkan. Hasilnya mendapati bahawa sebanyak 13 gen
memberikan keputusan penskrinan positif. Keputusan ini berlainan dengan
penskrinan RNAi di mana kebanyakkan gen yang memberikan keputusan positif
penskrinan sensitiviti pada cisplatin merupakan gen-gen yang terlibat dalam aktiviti
angiogenesis. Dengan itu, berkemungkinan aktiviti angiogenesis memainkan
peranan yang dominan dalam menentukan sensitiviti kanser paru-paru pada

cisplatin.

Susulan daripada perbandingan keputusan penskrinan RNAi1 dan penskrinan
RNAi meningkatkan sensitiviti pada cisplatin, maka gen SON dipilih untuk
mencerap tahap pengekspresan gen tersebut dalam sampel klinikal adenokarsinoma
paru-paru dengan menggunakan kaedah mikroatur tisu. Pengekspresan gen SON
pada tisu adalah tinggi apabila dibandingkan dengan tisu normal. Apabila
memerhatikan corak pengekspresan gen SON merentasi tahap-tahap kanser paru-
paru mendapati bahawa pengekspresan gen SON semakin meningkat apabila
merentasi tahap kanser paru-paru yang semakin tinggi. Justru, gen SON
berkemungkinan memainkan peranan yang penting dalam patogenik kanser paru-

paru.
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Ekoran daripada keputusan yang diperolehi pada kajian sampel tisu klinikal,
uji kaji diteruskan untuk menentukan serta mengetahui bagaimana fungsi dan tapak
jalan molekul gen SON mempengaruhi patogenik kanser paru-paru dengan
menggunakan gabungan teknik RNAi dan analisis mikroatur. Berdasarkan analisis
kajian mikro atur DNA, mendapati bahawa gen SON merupakan pengawal utama
pelbagai proses biologi yang bergantung pada komponen mikrotubul yang terlibat
dengan aktif dalam mekanisme kitaran sel. Tambahan pula analisis data mikroatur
juga menunjukkan gen SON terlibat dalam pengawalan pemprosesan RNA di dalam
kitaran sel serta tapak jalan NOTCH yang penting dalam menentukan patogenesis

kanser.

Kajian diteruskan dengan mengkaji kesan perencatan gen SON ke atas
pertumbuhan kanser dalam model tikus yang telah transplan tumor secara xenograf.
Keputusan analisis mendapati bahawa kumpulan tikus yang dirawat dengan siSON4
membawa tumor yang berkekurangan saiz tumor banding dengan tumor kawalan
yang tanpa rawatan. Malahan, keputusan kajian rawatan siSON4 menunjukkan
tumor titisan sel A549 tidak dapat bertumbuh melepasi bahagian epidermis kulit
berbanding dengan tumor sel A549 kawalan yang bertumbuh menembus epidermis

kulit sehingga menghala ke arah saluran darah bawah kulit.

Berdasarkan keputusan kajian in vitro, in vivo, tisu klinikal serta mikroatur
DNA, fungsi gen SON berkait terus dengan gen yang terlibat dalam kitaran sel dan
tapak jalan NOTCH, maka ia berpotensi sebagai sasaran rawatan yang boleh
dibangunkan. Ini adalah kerana ketidakstabilan genom dan kehilangan kawalan
kitaran sel merupakan penanda utama kanser dan ia merupakan keperluan asas bagi
berlainan jenis penyakit manusia. Penemuan ke atas fungsi SON dalam mekanisme
mitosis seperti mengawal tapak jalan NOTCH, komponen sentrosom, gen-gen
kritikal untuk pembentukan mikrotubul dan mekanisme pembaikan DNA
menunjukkan bagaimana SON mengambil peranan dalam tumorigenesis dan

patogenesis kanser.

Kajian ini telah menunjukkan bahawa proliferasi titisan sel kanser paru-paru,

A549, adalah sensitif pada perencatan gen SON secara in vitro dan in vivo.
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Walaupun kajian ini dapat mengenalpasti gen SON sebagai gen berpotensi untuk
dibangunkan sebagai sasaran rawatan kanser paru-paru, namun terdapat beberapa
limitasi pada kajian ini. Antara limitasi tersebut adalah kesan perencatan gen SON
pada jenis kanser sel NSCLC yang lain tidak dikaji serta model xenograft tikus nude
mice yang membawa kanser NSCLC yang berlainan juga tidak dapat dikaji. Oleh
yang demikian adalah diharapkan kajian seterusnya boleh bertumpu pada limitasi
yang dinyatakan. Malahan daripada itu, kajian seterusnya juga boleh dilakukan ke
atas kesan sinergi perencatan pertumbuhan kanser sel NSCLC apabila
pengekspresan gen SON direncat dan dalam masa yang sama kanser sel NSCLC
dirawat dengan agen kemoterapi yang berlainan. Selain itu, kajian lanjut juga harus
dilakukan untuk menguji sama ada perencatan gen SON akan menyebabkan kesan
toksik pada titisan sel yang normal. Bukan sahaja itu, kajian juga harus dilakukan
untuk menentukan bahawa perencatan gen SON berupaya untuk menghalang sistem
metastasis. Dengan itu, teknik perencatan pengekspresan gen SON yang berjangka
panjang harus digunakan untuk menilai kesan perencatan gen ke atas proses
metastasis. Ini adalah kerana berdasarkan hasil kajian yang dilakukan dalam projek
ini mendapati gen SON terlibat dalam aktiviti kitaran sel dimana dalam sistem
metastasis yang lengkap keupayaan melakukan kitaran sel pada tempat invasif yang

baru merupakan komponen utama menentukan kejayaan proses metastasis berlaku.
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Abstract

Purpose: The objective of this study was to use Oncomine to identify genes that
possible implication to non small cell lung cancer pathogenesis and development.
Methods: A meta-analysis was performed on several microarray studies on non
small cell lung cancer found in Oncomine database. The meta-analysis included 5
studies with a total of 111 microarrays. Identified targeted genes were further
verified by using RNA silencing and its potential to enhance cisplatin sensitivity of
non-small cell lung cancer. Results: A total of 586 genes were identified up-
regulated with significance of 30% and p-value < 0.05. The 586 genes were then
analyzed of its druggable ability in Oncomine web interface analysis software of
chemical substances and small molecules analysis. The narrowed down significance
genes are now 326 genes. These genes were further annotated their function by
using gene ontology classification analysis in Oncomine. It was found that majority
of the significance genes are involves in anti-apoptotic activity, approximately 46%
of total 326 genes. Other genes are involved in angiogenesis (8%), telomerase
activity (12%), cell cycle (23%) and oxidative gene (13%). The classified genes
were then input into pathway studio 6.0 for pathway analysis. Pathways were built
by using gene name. Genes of interest were selected for silencing RNA, gene
functional analysis. A total of 80 genes were selected for the functional analysis on
A549 cell lines. Out of 80 genes that have been silenced only 6 genes give effect on
A549 cell viability. The 80 genes were then further investigated its role in
chemosensitivity. A total of 12 genes, after been silenced, are found to response to
cisplatin treatment. The proliferation rate of A549 cell lines are reduced ranging
from 36% to 86% when cells were treated with combination of siRNAs and
cisplatin. Genes that cause reduction of proliferation rate of A549 when treated with
siRNAs alone are PCDHI11, SON, API5, CFLAR, PSMA6 and ATP6AP2.
Meanwhile genes that implicate sensitiveness to cisplatin when silenced are
PLXDCI, FLT1, MCL1, FGF2, EPASI, JAGI1, TERF2, APIS, TNFSF12, CFLAR,
SON, and ATP65. Besides that there are genes, when depleted, caused cell
proliferation increased. Conclusions: The identified genes could be keys in
elucidating how the pathogenesis and development of NSCLC occur.

Keywords: Lung cancer, silencing RNA, chemosensitivity
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Introduction We have previously identified 13-gene signature associated with
survival in advanced non-small cell lung cancers (NSCLCs). Decreased expression
of one of the genes, DREV1, was associated with shorter survival. The exact
mechanism how reduction of DREV1 leads to shorter survival is still not known.
Objective To determine the how inhibition of DREV1 contributes to reduced
survival of patients with NSCLCs. Methods Quantitative Real Time PCR (qPCR)
and Tissue Microarray Immuno-histochemistry (TMA-IHC) were performed to
validate the expression of DREVI1. Silencing of DREVI1 was done using
DHARMACON™ Smart-Pooled Small Interfering RNA (Thermo Scientific) on the
A549 lung adenocarcinoma cell line. Cell viability and apoptosis were measured
using CellTiter-Glo  Luminescent Cell Viability Assay (PROMEGA) and Caspase-
Glo® 3/7 Assay (PROMEGA) respectively. The effect of DREV1 inhibition on cell
invasion was studied using QCM 24-well Collagen-Based Cell Invasion Assay-
Colorimetric (CHEMICON). The downstream genes and signal cascades were
interrogated using I[llumina HumanRef-8 v3.0 Expression Bead-Chips. Results qRT-
PCR confirmed that the expression of DREV1 was significantly lower in the short
survival group (n = 8) compared to the long survival group (n = 8). TMA-IHC (n =
220) showed the DREV1 expression was significantly reduced in advanced stages of
NSCLC (Stage III and IV) compared to the early stages (Stage I and II) (p=0.002).
Patients with reduced expression of DREV1 had significantly lower overall median
survival. Silencing of DREV1 significantly increased cell proliferation, reduced
apoptosis through reduction in Caspase 3 and 7 activities and increased cell
invasion. Microarray gene expression analysis revealed that silencing of DREV1
activated MAPK3, ITGBI, PIK3R1, PTK2B and PAK1 which may be involved in
cell proliferation, migration and cell invasion. Using the Geneset Enrichment
Analysis (GSEA), PIK3 and MAPKK signaling pathways were found to be enriched
following silencing of DREV1. Positive regulation of migration, regulation of anti-
apoptosis and focal adhesion were among the significant biological processes.
Conclusions Low expression of DREV1 is associated with reduced survival of
patients with NSCLCs. DREV1 inhibition promotes poliferation and invasion of
lung adenocarcinoma cells possibly through activations of PI3K and MAPKK
pathways.
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Abstract

Introduction: Non-small cell lung cancer (NSCLC) is one of the top major cause
deaths for cancer patient. Although patients respond initially to chemotherapy,
almost all will develop recurrence after several months.

Purpose: The objective of this study was to study the biological role of gene SON in
implication to non-small cell lung cancer pathogenesis and development.

Methods: The gene SON was genetically silenced with siSON. We used RNAIi-
microarray approach to compare the mRNA expression in the treated cancer cell
lines and untreated cell lines.

Results: The RNAi-microarray approach identified gen SON involved in the
molecular cell cycle and Notch pathway. The microarray result shown that 336
genes were affected with the decrease expression of gene SON. RT-PCR of gene
SON and MDM2 verified the microarray data with decrease of gene expression
903.6FC (p=0.12) and 66.5FC (0.23) respectively. The synthetic lethal SON were
further tested and found that chemosensitivity of lung cancer cell line were increased
with the attenuated expression of gene SON.

Conclusions: The identified genes could be keys in elucidating how the pathogenesis
and development of NSCLC occur.
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Abstract

Introduction: Usually, Lung cancer cases were detected in the advanced stage where
treatment is no longer to have an impact on the disease. Hence, indirectly contribute
to the high mortality rate of lung cancer cases. In previous study, gene SON was
found effectively attenuated A549 cells proliferation and interfere the cell cycle
pathway of the cell.

Purpose: The objective of this study was to evaluate the expression motif of gen
SON in clinical tissue and the anticancer effect of synthetic lethal gen SON.
Methods: A tissue microarray blocks with cores of NSCLC tissues from 208 patients
were sectioned and stained immunohistochemical against p-SON antibody. A549
cells line were subcutaneous xenograft transplanted into 12 nude mice. The nude
mice transplanted with lung tumor were divided into four groups randomly before
treated with synthetic lethal SON and control synthetic lethal.

Results: Expression levels of SON protein in NSCLC were significantly associated
with tumour grade and pathologic stage. Treatment of lung adenocarcinoma
xenografts with siSON resulted in 53% reduction in tumour growth (1.0 + 0.6cm’, p
=0.0016) when compared with control.

Conclusions: Gen SON could be potential novel therapeutic target for lung cancer
that inducing inhibition of tumour growth.
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