PENELITIAN

Profil Mutasi H-RAS Ekson 2, 3, 4 pada Karsinoma Urotelial Buli Lrrirrd Patologi
Ris Kristiana, Bethy S. Hernowo, Sri Suryanti

Profil Mutasi H-RAS Ekson 2, 3, 4 pada Karsinoma Urotelial
Buli dan Papillary Urothelial Neoplasm of Low Malignant
Potential di RSHS Bandung Periode 2010-2015

Ris Kristiana, Bethy S. Hernowo, Sri Suryanti
Departemen Patologi Anatomik, Fakultas KedoRteran, Universitas Padjadjaran
Bandung

ABSTRAK

Latar belakang

Karsinoma urotelial adalah tumor ganas dari epitel transisional buli yang terbagi menjadi karsinoma
urotelial infiltratif dan karsinoma urotelial papiler non invasif. Pada buli, karsinoma urotelial merupakan
jenis keganasan terbanyak (90%) dan merupakan keganasan yang menjadi penyebab kematian ketiga dari
tumor urogenital. H-RAS adalah bagian dari keluarga RAS yang berperan dalam proliferasi sel, diferensiasi
dan maturasi. Mutasi H-RAS pertama kali ditemukan pada karsinoma urotelial dan dapat terjadi pada
setiap derajat dan stadium. Tujuan penelitian ini adalah untuk mengetahui profil mutasi H-RAS ekson 2, 3
dan 4 pada karsinoma urotelial buli.

Metode

Penelitian ini menggunakan desain deskriptif retrospektif pada 40 sampel blok parafin yang memenuhi
kriteria inklusi dan telah didiagnosis sebagai karsinoma urotelial pada tahun 2010-2015 di Rumah Sakit
Umum Pusat Dr. Hasan Sadikin Bandung. Pada semua sampel dilakukan pemeriksaan PCR dengan
menggunakan Gene Amp PCR System 9700 kemudian dilakukan pemeriksaan sekuensing DNA pada
ekson 2, 3 dan 4 dengan menggunakan metoda Sanger. Variabel lain yang diteliti adalah tipe
histopatologik karsinoma urotelial buli yang dibagi menjadi karsinoma urotelial infiltratif dan karsinoma
urotelial papiler non invasif.

Hasil

Dari 40 sampel blok parafin yang diperiksa hanya 13 yang dapat dilakukan sekuensing. Sebanyak 4
(30,7%) dari 13 sampel yang dapat di sekuensing mengalami mutasi pada ekson 3 dan sisanya adalah
wild type. Mutasinya berupa substitusi T>A dan A>C sehingga terjadi perubahan protein metionin menjadi
lysin dan serin menjadi arginin. Mutasi H-RAS lebih banyak terjadi pada PUNLMP.

Kesimpulan

Tidak terdapat mutasi H-RAS pada ekson 2 dan 4 pada 13 sampel yang dilakukan sekuensing. Mutasi H-
RAS terjadi pada ekson 3, satu mutasi terjadi pada IUC pT3 dan sisanya terjadi pada PUNLMP.

Kata kunci : H-RAS, karsinoma urotelial, mutasi, PUNLMP.

ABSTRACT

Background

Urothelial carcinoma is a malignant tumor of the bladder transitional epithelium which is divided into
infiltrating urothelial carcinoma and non invasive papillary urothelial carcinoma. In the bladder, urothelial
carcinoma is the most common malignancy (90%) and became the third cause of death due to urogenital
malignancy. H-RAS is the part of RAS family that plays a role in cell proliferation, differentiation and
maturation. H-RAS mutation was first discovered in urothelial carcinoma and can occur at any grade and
stage. The purpose of this study is to determine the profile of H-RAS mutations in exons 2, 3 and 4 in
bladder urothelial carcinoma.

Methods

This research use a descriptive retrospective design on 40 samples of paraffin embeded tissue (PET) that
meet inclusion criteria and had been diagnosed as urothelial carcinoma in 2010-2015 at Dr. Hasan Sadikin
General Hospital Bandung. All of the samples were examined with PCR by using PCR System 9700 then
examined the DNA sequencing of exons 2, 3 and 4 using the Sanger method. Other variables studied were
histopathological type of urothelial carcinoma of the bladder, divided into infiltrative urothelial carcinoma
and non invasive papillary urothelial carcinoma.

Results

There were 13 samples of PET from 40 samples that could be examined by sequencing, among which 4 or
30.7% ( from 13 sequenced samples) showed mutation in exon 3 and the rest is wild type. The mutations
were substitution T>A and A>C resulting in protein change of methionine into lysine and serine into
arginine.

Conclusion

There were no H- RAS mutations in exons 2 and 4. H-RAS mutation occured in exon 3, one mutation
occured in urothelial carcinoma infltrating pT3 and the rest occured in PUNLMP .

Key words : H-RAS, mutation, PUNLMP, urothelial carcinoma.
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PENDAHULUAN

Karsinoma urotelial adalah keganasan yang
berasal dari sel epitel transisional buli. Karsi-
noma urotelial merupakan keganasan paling
banyak pada buli (90%) dan menjadi penye-
bab kematian nomor tiga pada pasien akibat
tumor urogenital. Di seluruh dunia, karsinoma
urotelial menempati urutan ke empat dari
seluruh jenis karsinoma dengan insiden sekitar
336.000 kasus setiap tahun. Karsinoma uro-
telial paling banyak terjadi pada laki-laki
daripada wanita dengan rentang usia di atas
50 tahun.™?

Tumor urotelial dibagi menjadi karsi-
noma urotelial infiltratif dengan variannya dan
neoplasma urotelial non invasif (yang diteliti
pada penelitian ini adalah PUNLMP, karsino-
ma urotelial papiler non invasif derajat rendah
dan tinggi). Karsinoma urotelial infiltratif meru-
pakan karsinoma urotelial yang telah menga-
dakan invasi sampai ke bawah membrana
basalis, Berdasarkan kedalaman invasi sel-sel
tumor, karsinoma urotelial infiltratif dibagi
menjadi 4 stadium patologi. PUNLMP merupa-
kan tumor papilari urotelial yang menunjukkan
adanya proliferasi selular yang ditandai
dengan meningkatnya ketebalan sel urotelial.
Karsinoma urotelial papilari non invasif
merupakan karsinoma urotelial papilari yang
belum mengadakan invasi ke bawah mem-
brana basalis dengan berbagai tingkat inti
yang atipik. Berdasarkan derajat inti yang
atipik, karsinoma urotelial papilari non invasif
dibagi menjadi karsinoma urotelial papilari non
invasif derajat rendah (non invasive papillary
urothelial carcinoma low grade), dan Kkarsi-
noma urotelial papilari non invasif derajat
tinggi (non invasive papillary urothelial carci-
noma high grade)."®

Lebih dari 70% karsinoma urotelial
pada umumnya adalah tipe non invasif dengan
tingkat rekurensi yang tinggi sekitar 50-70%,
serta dapat berubah menjadi menjadi karsi-
noma invasif derajat tinggi (10-20%), dua
puluh persen karsinoma urotelial saat diagno-
sis berupa karsinoma urotelial infiltratif dengan
angka kesintasan hidup 5 tahun kurang dari
50%."°

Pada karsinoma urotelial, H-RAS
(Harvey-RAS) memiliki peranan penting dalam
karsinogenesis terutama pada karsinoma
urotelial derajat rendah. Prevalensi aktivasi H-
RAS pada karsinoma urotelial derajat rendah
sangat tinggi (lebih dari 90%). Pada karsinoma
urotelial infiltratif Erevalensinya lebih rendah
(kurang dari 20%).°°

Lrrirrd Patologi

Lokasi mutasi H-RAS dapat terjadi
pada ekson 2, 3 dan 4 pada berbagai derajat
dan stadium. Tujuan penelitian ini untuk
mengetahui profil mutasi H-RAS ekson 2, 3
dan 4 pada karsinoma urotelial infiltratif, non
invasif dan PUNLMP. Dengan mengetahui
profil genetik pada karsinoma urotelial diharap-
kan dapat digunakan untuk membantu penata-
laksanaan karsinoma urotelial buli dengan
menggunakan terapi target.g'10

METODE PENELITIAN
Penelitian ini dilakukan dengan menggunakan
desain deskriptif retrospektif untuk melihat
profil mutasi H-RAS ekson 2, 3 dan 4 pada
berbagai tipe histopatologik karsinoma uro-
telial buli di Rumah Sakit Umum Pusat Dr.
Hasan Sadikin Bandung dalam kurun waktu
Januari 2010-30 Agustus 2015. Jumlah
sampel didapat sebanyak 40 sampel yang
memenuhi kriteria inklusi, yaitu blok parafin
yang mengandung cukup sel tumor.

Pada semua sampel dilakukan peme-
riksaan Polymerase Chain Reaction (PCR) di
Laboratorium Biomedik Fakultas Kedokteran
Universitas Padjadjaran dengan menggunakan
alat PCR System 9700 GeneAmp dengan
reagen yang telah tersedia dalam bentuk Kkit
Qiagen lalu dilakukan pemeriksaan sekuen-
sing dengan metoda Sanger. Elektroforgram
hasil sekuensing kemudian dianalisis untuk
mengetahui status mutasi dengan mengguna-
kan software Bioedit dan Mutation Taster.

Data yang diperoleh pada penelitian
ini dicatat dalam formulir khusus dan hasil
penelitian disajikan secara deskriptif dalam
bentuk 3 buah tabel.

HASIL

Pada penelitian ini, pada 40 sampel yang
diperiksa diperoleh data karakteristik seperti
yang dijelaskan pada Tabel 1.

Berdasarkan Tabel 2, dari 40 sampel

terdapat 13 sampel yang berhasil disekuen-
sing. Hasil sekuensing menunjukkan bahwa
pada ekson 2 terdapat 3 wild type (WT), pada
ekson 3 terdapat 4 mutasi dan 9 WT, pada
ekson 4 terdapat 4 WT. Sampel dengan hasil
negatif menunjukkan bahwa sampel tidak
dapat disekuensing.
Berdasarkan Tabel 3, terdapat 3 sampel yang
mengalami mutasi pada ekson 3. Satu sampel
mengalami mutasi ganda sehingga secara
keseluruhan terdapat 4 mutasi pada ekson 3.
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Tabel 1 : Karakteristik subyek penelitian

Variabel Jumlah (%)
Usia
<50 tahun 5(12,5)
>50 tahun 35 (87,5)
Jenis Kelamin
Laki-laki 35 (87,5)
Perempuan 5(12,5)

Tipe histopatologik
Karsinoma urotelial
infiltratif :

pT1l 1(2,5)
pT2 6 (15)
pT3 8 (20)
pT4 6 (15)
Neoplasma urotelial Non
Invasif :
PUNLMP 7 (17,5)
Derajat Rendah 11 (27,5)
Derajat Tinggi 1(2,5)

Tabel 2 : Hasil Sekuensing H-RAS.
Sampel Ekson2 Ekson3 Ekson4 Histopatologi

007 WT Mutan WT Infiltratif pT3
097 WT WT WT Infiltratif pT3
997 WT WT WT Non invasif
der. rendah
678 - - WT Non invasif
der. rendah
243 - Mutan - PUNLMP
824 - Mutan - PUNLMP
ganda
458 - WT Infiltratif pT4
178 - WT linfiltratif pT3
045 - WT Non invasif
der. rendah
305 - WT Non invasif
der. rendah
146 - WT - PUNLMP
375 - WT - Non invasif
der. rendah
225 - WT Non invasif
der. rendah

Ket : WT : Wild Type

Tiga mutasi terjadi pada PUNLMP berupa
substitusi nukleotida T>A sehingga terjadi
perubahan protein metonin menjadi lysin. Satu
mutasi lainnya terjadi pada IUC pT3 berupa
substitusi nukleotida A>C sehingga terjadi
perubahan protein serin menjadi arginin.

Hasil sekuensing berupa elektro-
forgram (Gambar 1). Tanda anak panah
merah  menunjukkan bahwa mutasi pada
ekson 3 berupa substitusi T>A yang ditandai
dengan adanya gelombang yang bertumpuk
pada satu titik urutan nukleotida sehingga
terjadi perubahan metionin menjadi lysin.

Tabel 3 : Mutasi H-RAS Ekson 3.
Sam- Perubahan Perubahan Varian Histopato-
pel nukleotida  protein mutasi logi
007  ¢.200T>A p.Met67Lys Missense IUC pT3
824  c.200T>A  p.Met67Lys Missense PUNLMP
c.193A>C  p.Ser56Arg Missense PUNLMP
243 c.200T>A  p.Met67Lys Missense PUNLMP

Lrrirrd Patologi
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Gambar 1. Mutasi ¢.200T>A/p.Met67>Lys

DISKUSI

Pada penelitian ini, terdapat 52,5% karsinoma
urotelial infiltratif dan 47,5% karsinoma uro-
telial papiler non invasif, dengan insidensi
terbanyak adalah pT3 yang ditandai dengan
adanya sel-sel tumor yang menginvasi sampai
ke jaringan lemak sekitar buli. Karsinoma
urotelial infiltratif pT1 ditandai dengan adanya
sel-sel tumor pada lamina propia, pT2 apabila
sel-sel tumor telah menginvasi sampai ke
tunika muskularis propia dan pT4 apabila sel-
sel tumor telah menginvasi sampai ke organ
lain di sekitar buli. Karsinoma urotelial papiler
non invasif apabila sel-sel tumor belum
menginvasi lamina propia dan lapisan-lapisan
di bawahnya. Derajat histopatologi karsinoma
non invasif ditandai dengan perbedaan morfo-
logi sel-sel tumor.

Pada penelitian ini, tidak ditemukan
mutasi H-RAS pada ekson 2 dan 4 (wild type),
sedangkan pada ekson 3 didapatkan 4 mutasi
H-RAS. Satu dari 4 mutasi H-RAS terjadi
karsinoma urotelial infiltratif pT3 dan sisanya
terjadi pada PUNLMP, sesuai dengan pene-
litian lain yang menjelaskan bahwa mutasi H-
RAS lebih banyak terjadi pada PUNLMP (lebih
dari 90%). Pada karsinoma urotelial infiltratif
mutasi H-RAS lebih jarang terjadi (kurang dari
20%). Lebih dari 50% karsinoma urotelial
infiltratif berhubungan dengan mutasi p53 dan
prllo 11

Mutasi H-RAS ekson 3 berupa sub-
stitusi ¢.200T>A dengan perubahan protein
p.Met67>Lys dan sustitusi c.193A>C dengan
perubahan protein p.Ser65Arg.

RAS merupakan salah satu jenis gen
yang pertama kali diidentifikasi yang memiliki
peranan penting dalam proliferasi dan dife-
rensiasi sel. Protoonkogen RAS mengkode
protein homolog yang berperan dalam sinyal
transduksi jalur RAS/RAF/MEK/ERK, berfungsi
sebagai regulator pertumbuhan dan perta-
hanan sel. Gen-gen ini mengontrol transmisi
sinyal ekstraselular melalui reseptor membran
tirosin kinase dan epidermal growth factor
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receptor (EGFR). H-RAS merupakan onkogen
yang pertama kali ditemukan serta Eertama
kali diisolasi dari karsinoma urotelial.”****

Mutasi H-RAS terjadi pada 40-90%
karsinoma urotelial. Mutasi H-RAS terutama
berhubungan dengan karsinoma urotelial
derajat rendah dan jarang terlibat dengan
stadium yang agresif. Namun dalam beberapa
penelitian, mutasi pada H-RAS berhubungan
dengan karsinoma urotelial dengan derajat
yang tinggi dan tingkat agresifitas.l o

Pada keadaan normal, protein-protein
ini (p21 RAS) berada dalam keadaan
seimbang antara fase aktif dan nonaktif. Pada
keadaan nonaktif p21 RAS berupa guanosin
diposfat (GDP) sampai mereka menerima
stimulus dari protein upstream lain pada jalur
transduksinya.

Stimulus ini  akan mengakibatkan
perubahan dari GDP menjadi GTP yang diikuti
dengan perubahan p21 RAS menjadi ras aktif.
Protein yang aktif akan mempengaruhi trans-
duksi sinyal tirosin kinase seperti raf, mitogen
activated protein kinase (MAPK) menjadi aktif,
kemudian akan menyebabkan GTP meng-
alami hidrolisis dan kembali lagi menjadi GDP
yang inaktif.***’

H-RAS terlibat dalam regulasi pembe-
lahan sel akibat rangsangan faktor pertum-
buhan. Faktor pertumbuhan berikatan dengan
reseptor permukaan sel, setelah diaktifkan
terjadi peristiwa transduksi sinyal dalam
sitoplasma yaitu suatu proses dimana protein
menyampaikan sinyal dari luar sel ke inti sel
dan memerintahkan sel untuk tumbuh atau
membelah. Protein H-RAS GTPase merupa-
kan pencetus di banyak jalur transduksi sinyal
dan biasanya berhubungan dengan membran
sel. H-RAS bertindak sebagai molekul on/off,
setelah dihidupkan akan mengaktifkan protein
yang diperlukan untuk sinyal reseptor, seperti
c-Raf dan PI3-kinase. H-RAS mengikat GTP
yang aktif dan memiliki aktivitas enzimatik
intrinsik yang membelah fosfat terminal
nukleotida ini mengubahnya menjadi GDP.
Setelah konversi GTP terhadap GDP, H-RAS
dimatikan. Selanjutnya, untuk dapat aktif H-
RAS harus kembali mengikat GTP.'"*®

Protoonkogen H-RAS ketika bermutasi
memiliki potensi untuk menyebabkan sel-sel
normal menjadi kanker. Beberapa mutasi gen
yang diperoleh selama hidup seseorang dan
hadir hanya dalam sel-sel tertentu disebut
mutasi somatik dan tidak diwariskan. Mutasi
somatik pada gen H-RAS dalam sel kandung
kemih telah dikaitkan dengan karsinoma buli.
Satu mutasi tertentu telah diidentifikasi dalam

10
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persentase yang signifikan dari karsinoma buli,
mutasi ini menggantikan satu blok bangunan
protein (asam amino) dengan asam amino lain
dalam protein H-RAS. Secara khusus, mutasi
H-RAS paling sering terjadi pada ekson 2
kodon 12 berupa sustitusi asam amino glisin
dengan valin pada posisi 12 (ditulis sebagai
Glyl2Val atau G12V). Protein yang terlalu aktif
ini mengarahkan sel untuk tumbuh dan
membelah yang menyebabkan pembelahan
sel yang tidak terkendali dan membentuk
tumor. Mutasi pada gen H-RAS juga telah
dikaitkan dengan perkembangan karsinoma
buli dan peningkatan risiko kekambuhan tumor
setelah pengobatan.***°

Perubahan genetik H-RAS pada karsi-
noma urotelial terutama pada karsinoma
urotelial derajat rendah. Mutasi H-RAS akan
mengkonversi H-RAS menjadi onkogen.
Mutasi RAS menyebabkan hilangnya kemam-
puan untuk mengikat GTPase sehingga
menjaga H-RAS terus dalam bentuk RAS
guanosin trifosfat (RAS-GTP) yang aktif."’

Mutasi H-RAS selanjutnya akan
mengaktifkan siklin yang akan mengawali
terjadinya siklus sel. Sel-sel mutan akan
memasuki siklus sel dan lolos dari fase check
point sehingga akan terjadi proliferasi secara
terus menerus dan kemudian menyebabkan
gagalnya aktivitas inhibitor siklin, menurunnya
aktivitas p53, pRB serta faktor inhibisi lain,
bahkan dapat menyebabkan faktor inhibisi
tersebut menjadi tidak aktif. Gagalnya aktivitas
inhibitor siklin dan tumor supresor akan
menyebabkan siklus sel terjadi terus menerus
dan sel mutan akan terus berproliferasi dan
berkembang menjadi tumor dengan derajat
yang lebih tinggi.***°

Bersama FGFR3, PIK3CA, mutasi
pada gen RAS merupakan mutasi yang paling
sering ditemukan pada karsinoma buli dan
lebih dari 90% karsinoma buli mengalami
mutasi H-RAS. Namun data mengenai ketiga
mutasi onkogenik ini masih sangat terbatas.”

KESIMPULAN
Mutasi H-RAS ekson 3 lebih banyak terjadi
pada PUNLMP.
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