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Abstract: Methods For Identification of Biological Markers In Colorectal
Cancer. Colorectal cancer is one of the leading causes of cancer deaths worldwide.
Colorectal cancer is a type of malignancy with survival rates that are closely related
to the momentum of diagnosis. Clinical findings supported by laboratory examination
results can initiate suspicion of colorectal cancer and trigger suggestions for further
examination, so identifying biological markers for appropriate early detection is
important. This literature review will discuss various methods and research stages to
identify candidate fecal biomarkers for colorectal cancer.
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Abstrak: Metode Identifikasi Penanda Biologis Feses Pada Kanker
Kolorektal. Kanker kolorektal adalah salah satu penyebab kematian utama akibat
kanker di seluruh dunia. Kanker kolorektal adalah jenis keganasan dengan tingkat
kelangsungan hidup yang berkaitan erat dengan momentum penegakan diagnosis.
Temuan klinis yang ditunjang dengan hasil pemeriksaan laboratorium dapat
mengawali dugaan akan kanker kolorektal dan mencetus saran untuk pemeriksaan
lanjutan, sehingga identifikasi penanda biologis untuk deteksi awal yang tepat
menjadi penting. Tinjauan pustaka ini akan membahas mengenai berbagai metode
dan tahapan penelitian untuk mengindentifikasi kandidat penanda biologis feses
untuk kanker kolorektal.

Kata Kunci : Kanker Kolorektal, Penanda Biologis, Proteomik

PENDAHULUAN
Kanker  kolorektal (colorectal pengumpulannya tidak invasif, dapat
cancer, CRC) menempati peringkat dilakukan di rumah, jumlahnya tidak

keempat dalam jumlah kasus baru
dengan angka kematian sebesar 6.7 per
100.000 penduduk Indonesia pada
tahun 2020 menurut Global Cancer
Observatory (Ferlay J et al., 2020).
Mayoritas kasus kanker kolorektal
terjadi secara sporadis pada individu
yang tidak memiliki riwayat keluarga
yang menderita kanker kolorektal atau
mutasi genetik herediter yang
meningkatkan risiko timbulnya kanker

kolorektal (de Palma et al., 2019;
Jasperson et al.,, 2010; Keum &
Giovannucci, 2019).

Sampel feses telah banyak

digunakan sebagai spesimen biologis
untuk mengidentifikasi berbagai
penyakit pencernaan, salah satunya
kanker kolorektal. Hal ini ditunjang oleh
beberapa keuntungan penggunaan
sampel feses, yaitu metode

terbatas, dapat mewakili seluruh bagian
dalam dinding usus secara efektif, dan
mudah dipindahkan (Ang et al., 2017).

Di satu sisi, pengumpulan sampel
feses masih terasa kurang nyaman bagi
pasien, sehingga diperlukan edukasi
lebih lanjut (Lecky et al., 2014). Selain
itu, perlu preparasi sampel yang tepat
untuk  menormalkan ukuran dan
konsistensi sampel feses sebelum dapat
dilakukan analisa (Jin et al., 2017).
Metode ekstraksi protein yang mudah
dan efisien juga penting untuk
mendapatkan hasil yang jelas dan dapat
dipercaya (Ang et al., 2017).

Sebagai metode skrining yang
potensial, uji molekuler feses yang
dilakukan harus seefektif mungkin untuk

dapat menurunkan frekuensi
pemeriksaan penunjang dengan
kolonoskopi yang meskipun memiliki
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selektifitas dan sensitifitas yang tinggi,
namun bersifat invasif, mahal,
memerlukan petugas terlatih serta
memiliki resiko kesakitan dan kematian
(Ang et al., 2017; Davies et al., 2005).
Untuk itu, diperlukan marka biologis
feses yang tepat untuk mendeteksi
adanya kejadian kanker kolorektal,
melalui proses optimisasi dan validasi
terhadap target populasi yang
dikehendaki (Jin et al., 2017).

Berbagai metode proteomik yang
sensitif dan spesifik telah dikembangkan
untuk menemukan dan memvalidasi
marka biologis, misalnya penggunaan
spektroskopi massa (mass
spectroscopy, MS), elektroforesis
berbasis gel ataupun tanpa gel, serta
High Performance Liquid
Chromatography  (HPLC) (Alvarez-
Chaver et al., 2014; Jin et al., 2017).
Tahapan penelitian dan perbandingan
metode proteomik akan dibahas pada
kajian pustaka ini.

METODE

Metode yang digunakan dalam
dalam penulisan naskah ini adalah studi
literatur. Penelusuran pustaka
pendukung dilakukan menggunakan
online database seperti PubMed, Google
Scholar, dan Web of Science yang
dipublikasikan dalam 10 tahun terakhir
dengan kata kunci “fecal biomarker
identification methods” dan "colorectal
cancer”.
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HASIL DAN PEMBAHASAN

Tahapan Penelitian Proteomik
Umumnya, penelitian proteomik

terdiri dari lima tahap (Gambar 1). Pada

tahap pertama, protein akan diisolasi

dari sel atau jaringan menggunakan

fraksinasi biokimia atau seleksi afinitas.

Tahap ini umumnya diakhiri dengan
penggunakan gel elektroforesis
sehingga diperoleh  ‘sub-proteome’

untuk analisa selanjutnya. Pada tahap
kedua, protein akan didegradasi
menggunakan enzim menghasilkan
campuran peptida menggunakan tripsin.

Pada tahap ketiga, peptida akan
dipisahkan menggunakan satu atau
lebih  metode HPLC dan dielusikan
melewati electrospray ion source
menghasilkan  droplet  kecil yang
bermuatan besar. Setelah dievaporasi,
peptida bermuatan tersebut akan
dilewatkan melalui spektroskopi massa,
dimana pada tahap keempat akan
menghasilkan spektrum massa dari
peptida tersebut.

Tahap kelima menggunakan
tandem MS/MS (mass
spectrometry/mass spectrometry)

untuk mengisolasi dan mengidentifikasi
ion peptida atau fragmen peptida. Hasil
akhirnya adalah identifikasi dari peptida
dan protein tersebut (Aebersold & Mann,
2003).

Excised (2)Trypsin Peptide
proteins digestion mixture

(5) MS/MS

IS
Q
[=]

N
Q
=]

Intensity (arbitrary units)

[=]
(=]

400

600
m/z

800

a2

b2

LLEAAAQSTK
516.27 (2+)

| .a%ﬁﬂsi J

y7 |y8

SQOQAA|/E|L L

319

200

600
m/z

1000

Gambar 1. Tahapan Penelitian Proteomik (Aebersold & Mann, 2003)
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Metode Elektroforesis

Metode elektroforesis
merupakan metode umum yang banyak
digunakan untuk memisahkan dan
menganalisis protein pada sampel
biologis (Fritsch & Krause, 2003).
Prinsip dari metode ini adalah
pemisahan partikel bermuatan
berdasarkan perpindahannya didalam
medan listrik. Migrasi partikel
bermuatan ini  dipengaruhi  oleh
beberapa faktor, seperti ukuran
partikel, bentuk, muatan serta suhu
pemisahannya. Umumnya, pemisahan
sampel protein menggunakan metode
elektroforesis didasarkan pada
perbedaan titik isoelektrik (isoelectric
point) campuran protein dalam pH fase
gerak yang stabil (Fritsch & Krause,
2003).

Elektroforesis dua  dimensi
tandem dengan spektroskopi massa
juga dapat digunakan untuk
mendeteksi ekspresi protein kompleks
sampai dengan 10.000 protein,
termasuk bentuk isoformnya (Jin et al.,
2017). Pemisahan pada dimensi
pertama memanfaatkan perbedaan titik
isoelektrik protein, kemudian
dilanjutkan pemisahan berdasarkan
perbedaan berat molekulnya pada
dimensi kedua (Jin et al., 2017).

Metode ini biasanya dikerjakan
menggunakan SDS gel elektroforesis
poliakrilamida (SDS polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS PAGE), vyang
kemudian dilanjutkan dengan
pemotongan gel dan protein menjadi
fraksi-fraksinya menggunakan LC-
MS/MS (liquid chromatography - mass
spectrometry tandem mass
spectrometry) (Ang et al., 2017).
Metode ini juga efisien untuk
menganalisa protein yang memiliki
muatan yang kuat.

Pendekatan lainnya adalah
dengan menggunakan elektroforesis
gel dua dimensi (2D) berfluoresensi,
dimana sampel protein harus
dimodifikasi terlebih dahulu
menggunakan pewarna berfluoresensi
dengan muatan dan massa yang telah
disesuaikan (Jin et al., 2017). Metode
ini dipercaya memiliki sensitivitas,
akurasi dan reprodusibilitas yang baik,

namun relatif mahal dan memiliki
keterbatasan untuk pemisahan gel-nya
(Jin et al., 2017). Metode identifikasi
dengan elektroforesis gel dua dimensi
(2D) telah menghasilkan sejumlah
kandidat penanda biologis feses untuk
kanker kolorektal seperti S100A8 dan
S100A9 (Kim et al., 2009; Ma et al,,
2009).

Metode High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)

High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) merupakan
salah satu teknik utama vyang
digunakan untuk menganalisa,
mempurifikasi dan mengkarakterisasi
beragam jenis molekul, termasuk
protein dan peptida (Aguilar, 2004).
Metode ini memiliki banyak kelebihan,
seperti reprodusibel, mudah  di
modifikasi, memiliki tingkat perolehan
kembali yang tinggi, serta resolusi yang
baik untuk molekul-molekul yang
serupa (Shiromizu et al., 2017).

Metode HPLC memisahkan
campuran senyawa berdasarkan
ukuran, sifat fisika-kimia, serta afinitas
pengikatan sampel dengan fase
diamnya atau interaksi antara sampel
dengan fase diam dan fase gerak,
dimana sistem elusi pada HPLC dapat
dimodifikasi untuk memanipulasi
interaksi tersebut (Jin et al., 2017).
Waktu retensi setiap sampel menjadi
berbeda berdasarkan komposisi
molekuler dari bagian yang memiliki
kontak dengan fase diam dan fase
gerak.(Aguilar, 2004) Sedangkan untuk
sampel protein dan polipeptida yang
besar, proporsi bagian yang kontak
hanyalah sebagian kecil dari luas
permukaan total struktur sekunder
atau tersiernya, sehingga sistem
elusinya dapat dimodifikasi untuk
menghasilkan orientasi molekul yang
unik guna mencapai selektivitas yang
diharapkan.

Beberapa teknik HPLC yang
sering digunakan dalam pemisahan
protein dan peptida adalah
kromatografi fase terbalik (Reversed
Phase Chromatography, RPC), Ion-
exchange Chromatography (IEC), Size
Exclusion Chromatography (SEC), serta
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kromatografi afinitas (Aguilar, 2004).
RPC dapat digunakan dalam pemisahan
protein utuh berdasarkan interaksi
antara bagian hidrofobik dari protein
dengan fase diam non polar, seperti C4,
C8 atau C18 (Ang et al., 2017), namun
aplikasinya untuk isolasi protein jarang
dilakukan, karena kondisi elusinya yang
dapat menonaktifkan fungsi biologis
protein (Aguilar, 2004). Oleh karena
itu, SEC dan IEC lebih banyak
dimanfaatkan dalam purifikasi protein,
yang pemisahannya masing-masing
didasarkan pada perbedaan ukuran dan
muatan protein (Ang et al., 2017).
Proses purifikasi protein dari

sampel biologis tentunya
membutuhkan kombinasi beberapa
teknik, dimana umumnya HPLC

digunakan pada tahap lanjut setelah
pemisahan awal dengan metode
elektroforesis. Faktor kunci dalam
pengembangan metode HPLC adalah
kemampuan meretensi target molekul
dan memisahkannya dari zat-zat
pengotor lainnya (Aguilar, 2004).

Metode Mass Spectrometry

Mass spectrometry (MS)
merupakan salah satu teknik penting
yang digunakan dalam proses
identifikasi dan kuantifikasi protein (Jin
et al., 2017). Prinsip dari spektroskopi
massa adalah  pemisahan analit
terionisasi berdasarkan perbedaan
rasio massa dan muatannya (mass-to-
charge ratio; m/z). Proses penguapan
dan ionisasi analit umumnya
menggunakan  teknik  electrospray
ionization (ESI) dan matrix-assisted
laser desorption/ionization (MALDI).
Selanjutnya, analit terion akan
dipisahkan berdasarkan rasio m/z-nya
dan dianalisis menggunakan mass
analyzer. Beberapa mass analyzer yang
umum dipakai dalam analisis proteomik
adalah Jjon trap, time-of-flight (TOF),
quadrupole dan Fourier transform ion
cyclotron (FT-MS) (Aebersold & Mann,
2003).

Metode yang banyak dipakai dalam
proses identifikasi protein adalah data
dependent acquisition (DDA) dan data
independent acquisition (DIA), dimana
awalnya metode DDA banyak

diaplikasikan, namun kurang
reprodusibel dan  akurat  ketika
digunakan untuk kohort yang besar.
Sementara, metode DIA memiliki
reprodusibilitas yang lebih baik dengan
cakupan sampel yang lebih luas.(Jin et
al., 2017).

Disamping itu, terdapat pula
metode Selective Reaction Monitoring
(SRM) atau dikenal juga dengan
Multiple Reaction Monitoring (MRM)
yang telah banyak digunakan dalam
kuantitasi dan validasi berbagai panel
marka biologis dan kandidat potensial
marka biologis (Jin et al.,, 2017).
Metode ini  menggunakan triple
quadrupole untuk memonitor massa
peptida dan satu atau lebih fragmen ion
yang spesifik dari peptida tersebut.
Informasi mengenai waktu retensi,
massa peptida dan massa fragmen
dapat meningkatkan reliabilitas dan
akurasi dari proses identifikasi dan
kuantifikasi protein tersebut (Ang et al.,
2017). Identifikasi penanda biologis
feses untuk kanker kolorektal
menggunakan metode mass
spectrometry  telah menghasilkan
banyak kandidat karena  dapat
mendeteksi lebih dari 3000 protein
yang mengalami peningkatan maupun
penurunan ekspresi pada sampel
kanker kolorektal (Kang et al., 2012;
Mirnezami et al., 2014).

KESIMPULAN

Penemuan penanda biologis
baru untuk kanker kolorektal sangat
penting untuk deteksi dini penyakit,
karakterisasi perkembangan penyakit,
dan prediksi respons terapi. Kemajuan
terkini dalam teknologi proteomik
memungkinkan analisis protein dalam
skala besar untuk mengetahui profil
ekspresi berbagai protein pada sampel
feses pasien dengan kanker kolorektal
yang dapat menjadi dasar untuk
melakukan validasi untuk kandidat
penanda biologis yang baru.
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