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v- HZAX DAN POTENSINYA UNTUK BIOMARKER PREDIKSI TOKSISITAS
RADIASI PADA RADIOTERAPI

lin Kurnia, Yanti Lusiyanti
Pusat Teknologi Keselamatan dan Metrologi Radiasi — BATAN

ABSTRAK

v-H2AX DAN POTENSINYA UNTUK BIOMARKER PREDIKSI TOKSISITAS RADIASI PADA
RADIOTERAPI Ekspresi tinggi histon y-H2AX, penanda yang sensitif dari kerusakan DNA, mungkin menjadi
indikasi adanya cacat jalur perbaikan DNA atau ketidakstabilan genomik, ketidakstabilan genom ini diawali dengan
adanya mutasi yang dapat menyebabkan terjadinya kanker. Kerusakan DNA dapat disebabkan oleh adanya pajanan
radiasi ionik. Pajanan radiasi ini dapat terjadi pada pajanan radiasi yang disengaja atau buatan seperti pada tindakan
radioterapi.  Pada makalah ini akan dibahas y-H2AX pada perbaikan DNA akibat pajanan radiasi pengion dan
potensinya sebagai biomarker prediksi toksisitas radiasi pada radioterapi.

Kata Kunci : y-H2AX, kerusakan DNA, radioterapi.

ABSTRACT

v -H2AX AND ITS POTENTIAL AS A BIOMARKER RADIATION TOXICITY AND GENOME INSTABILITY
IN RADIOTHERAPY. High expression of histone y-H2AX, a sensitive marker of DNA damage, may be an
indication of defective DNA repair pathway or genomic instability, this genome instability that begins with the
presence of mutations that can cause cancer. DNA damage can be caused by ionic radiation exposure. Radiation
exposure can occur in accidental radiation exposure or artificial like the action radiotherapy. This paper will be
discussed y-H2AX in DNA repair due to exposure to ionizing radiation and its potential as a biomarker predictive
toxicity of radiation in radiotherapy.

Keyword : y-H2AX, DNA damage, radiotherapy

I. PENDAHULUAN

Sejumlah jalur perbaikan kerusakan DNA
merupakan bagian dari mekanisme tubuh
melindungi sel-sel terhadap ketidakstabilan
genetik. Hubungan adanya gangguan perbaikan
DNA dengan penyakit kerusakan bersifat

payudara yang muncul secara sporadik dan
turunan [4]. Di sisi lain gangguan kerusakan
DNA juga berhubungan dengan peningkatan
radiosensitifitas yang menimbulkan efek
samping pajanan radiasi pengion pada
radioterapi [5].

autosomal resesif maupun keganasan atau dan
tumorigenesis.  Penyakit kerusakan autosomal
resesif ini misalnya dapat dijumpai pada pada
kasus Ataksia telangiectasia, Anemia Fanconi
dan sindrom kerusakan kromosom Nijmegen[1-
3]. Sedangkan berkurangya kapasitas perbaikan
DNA yang terkait dengan adanya tumorigenesis
dapat dijumpai  predisposisi kasus kanker

Kerusakan DNA pada dasarnya dapat
dipelajari dengan penggunaan berbagai tes
seperti adanya pengamatan foci y-H2AX aberasi
kromosom, mikronukleus, fragmentasi DNA
dengan cara Comet Assay dan lain lain [6].
Pengamatan foci y-H2AX pertama Kali
ditemukan pada DNA yang mengalami
kerusakan akibat pajanan radiasi pengion.
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Ekspresi  y-H2AX juga berfungsi sebagai
penanda lanjut untuk mendeteksi proses
perbaikan DNA dan integritas DNA [7].
Ekspresi  foci y-H2AX diduga menunjukkan
gangguan jalur perbaikan kerusakan DNA atau
ketidakstabilan genetik  pada kasus kanker
payudara [8].

Dalam makalah ini akan dibahas proses
kerusakan DNA akibat radiasi, hubungannya
dengan ketidakstabilan genom dan potensi
penelitian y-H2AX sebagai biomarker prediksi
toksisitas radiasi dan ketidak stabilan genom
pada radioterapi.

1. RADIASI DAN KERUSAKAN DNA

Radiasi pengion yang termasuk radiasi
elektromagnetik atau foton, merupakan jenis
radiasi yang banyak digunakan untuk
pengobatan pasien pada radioterapi. Radiasi
pengion dapat menimbulkan kerusakan pada
material biologis dengan cara mengionisasi atau
mengeluarkan elektron dan kekuatannya akan
berkurang jika energi yang diterima dari telah
habis [9].  Secara umum pengaruh paparan
radiasi pengion yang terdiri dari High LET dan
Low LET dapat dilihat pada Gambar 1 dibawah
ini:

[a) High LET raciation {b) Low LET radiation

radiasi

2 o .-."RJJ..V;
C gugus DNA rusak i o / ) o
"+ eksitasi lesi yang terisolasi

. T
v ® | beberapa tm
fonisasi

“ g e

molekul DNA \ / molekul DNA

tiap kasus membentuk 2 lesi per 8 ionisasi dan eksitasi

Gambar 1. Pengaruh pajanan radiasi terhadap
molekul DNA [10]

Berbagai bukti dalam penelitian secara
radiobiologi menyimpulkan  bahwa  DNA
sebagai target utama yang menentukan pengaruh
radiasi pengion pada sel. Radiasi pengion dapat
menimbulkan spektrum yang luas lesi DNA
meliputi kerusakan basa nukleotida (base
kerusakan), DNA untai tunggal istirahat (SSBs)
dan istirahat untai ganda (DSBs).  Adanya lesi
pada DNA akibat radiasi pengion ini juga dapat
dijadikan dasar untuk memahami kematian sel
akibat radiasi, transformasi sel dan
karsinogenesis, melalui penginduksian mutasi
gen dan penyimpangan kromosom [5,11].
Pegaruh radiasi pengion terhadap terbentuknya
SSB dan DSB DNA dapat dilihat pada Gambar
2 berikut ini:

b e kerusakan DNA
Ny i i
Toeteros  QBRRY oaan kerusakan DNA SSB DsB
o DSB sederhana

A\ A\

u'r::n'tﬂzr;wfu Sz \ - ) ' kerusakan gula basa
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¢ 2

Gambar 2. SSB dan DSB DNA yang ditimbulkan oleh radiasi pengion [12]
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Kerusakan DNA berupa SSB akibat
radiasi mempunyai potensi yang kecil untuk
menimbulkan mutasi pada gen dan dianggap
sebagai kerusakan DNA vyang tidak begitu
penting pada sel mamalia, karena kerusakan ini
relatif dapat diperbaiki. Di sisi lain kerusakan
DNA DSB dianggap paling relevan dalam
menginduksi terjadinya mutasi sebagai awal
ganguan integritas genom. Ini disebabkan bila
terjadi  kegagalan atau ketidaksempurnaan
perbaikan kerusakan DNA. DSB juga
berpotensi terjadinya penyimpangan kromosom
dan kematian sel [13].

Disamping pajanan radiasi pengion, DSB
juga dapat dihasilkan dalam sejumlah proses
alam termasuk metabolisme oksidatif, replikasi,
meiosis, dan produksi dan pembentukan
antibodi. Genom mempunyai kemampuan untuk
memperbaiki DSB dan memastikan bahwa
perbaikan dilakukan secara sempurna. Ada dua
jalur perbaikan DSB utama yakni rekombinasi
homolog (RH) dan non homolog end join
(NHEJ).  Meskipun untuk kepentingan relatif
berbeda kedua jalur perbaikan DNA ini pertama
kali dipelajari pada Saccharomyces cerevisae
dan selanjutnya pada sel mamalia. Secara
umum, HR mendominasi DSB perbaikan dalam
ragi dan NHEJ dalam sel mamalia. HR adalah
jalur perbaikan yang mempunyai presisi yang
tinggi dan efisien dalam proses perbaikan DSB.
HR mengambil informasi genetik yang hilang di
ujung yang rusak dari kromatit rusak atau
kromosom homolog, dalam proses perbaikan
jalur HR ini dibantu oleh protein Rad 52 [14].

Perbaikan DNA melalui jalur NHEJ
adalah melalui proses penggabungan kembali
kedua ujung dari DSB tanpa persyaratan urutan
homologi antara kedua ujung dengan bantuan
protein Ku70 dan Ku80 protein (XRCC5), yang
bergabung dengan DNA vyang rusak dan
berfungsi melindungi DNA dari penguraian oleh
enzim exonuclease. Ku heterodimer berikatan
dengan subunit katalitik dari DNA-PK (XRCC7,
DNA-PKCS) untuk membentuk aktif DNA-PK
holoenzyme. DNA-PKCS diaktifkan oleh
interaksi dengan DNA untai tunggal di lokasi

DSB dan menampilkan aktivitas kinase Ser /
Thr. XRCC4 membentuk kompleks stabil
dengan DNA ligase IV, dan kompleks ini
mengikat ujung molekul DNA dan membentuk
molekul DNA duplex sampai proses perbaikan
berakhir. Setelah perbaikan berakhir, faktor
NHEJ ini lepas dari dari DNA dan akan
terbentuk kembali jika ditemukan DSBs yang
baru. Jika terjadi interaksi antara ujung dari
DSBs yang berbeda maka akan dapat
menghasilkan translokasi kromosom
tumorigenik [14].

1. y-H2AX DAN PERBAIKAN
KERUSAKAN DNA

Fosforilasi dari histon H2A varian vy-
H2AX pada Serinl39 merupakan peristiwa
penting dalam respon seluler untuk agen
genotoksik yang menyebabkan DNA untai
ganda (DSBs) berhenti [1].  Fosforilasi ini
dapat dimediasi oleh protein kinase yang
berbeda, termasuk ataksia telangiectasia
bermutasi (ATM) dan anggota lain dari
phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) kelompok
protein termasuk kelompok protein kinase [8].
Dengan teknik imunohistokimia ekspresi -
H2AX dapat dilihat pada Gambar 3 dan
hubungannya dengan proses kerusakan dan
perbaikan DNA dapat dilihat pada Gambar 4.

Gambar 3. Foci y H2AX pada limposit pasca
irradiasi 4 Gy setelah 72 jam
(aslinya 10 x 100)
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Gambar 4. Hubungan DSB dan y-H2AX dan proses perbaikan DNA [15]

Ratusan molekul y-H2AX di kromatin
mengelilingi DSB terfosforilasi pada residu ini,
yang dapat ditampilkan sebagai fokus inti
dengan mikroskop imunofluoresens [16]. Serin
139 molekul ~ H2AX terfosforilasi disebut
sebagai y-H2AX. Pembentukan ini y-H2AX
terfokus di sekitar setiap DSB memfasilitasi
perekrutan perbaikan DNA dan factor sinyal
pemeriksaan. Ada bukti kuat bahwa DSB
memberikan sinyal utama untuk y-H2AX
terfosforilasi [17]. Dengan demikian,
kuantifikasi y-H2AX fokus telah muncul sebagai
penanda secara luas digunakan dari DSBs yang
terdeteksi oleh sel.  Setelah perbaikan DSBs,
maka akan terjadi defosforilasi y-H2AX di Serin
139 dan foci y-H2AX tidak dapat lagi diamati
dalam inti sel, dan dimulai kembali siklus sel
dan pemeliharaan homeostasis sel.  Fungsi
penting ini dapat dilakukan dengan adanya p53
wild type [18-20].

1V. POTENSI
PASIEN
INDONESIA

PEMERIKSAAN y-H2AX
RADIOTERAPI DI

Walau telah dilakukan usaha untuk
membatasi eskalasi dosis dalam pengobatan
radioterapi kanker tetapi tetap ada risiko akhir
reaksi jaringan normal [21] Terlepas dari kasus
yang jarang terjadi ketika kerusakan jaringan

akut yang parah akut, namun reaksi jaringan
terhadap radiasi dapat terjadi beberapa bulan
sampai atau tahun setelah selesai perawatan
[22]. Pada individu yang tidak memiliki
fenotipe karakteristik sindrom klinis
radiosensitif  langka, urutan temporal ini
perubahan klinis mencegah identifikasi individu
pada peningkatan risiko toksisitas akhir parah
[22]. Uiji apoptosis berbasis limfosit juga dapat
dilakukan untuk memprediksi radiosensitifitas
klinis lebih andal [23].

Meskipun banyak yang diketahui tentang
peristiwa sinyal sekitarnya induksi ATM-
dimediasi apoptosis, peraturan mekanistik antara
kerusakan DNA sinyal dan kematian sel berikut
paparan radiasi pengion tidak jelas. Akhir-akhir
ini didiga adanya keseimbangan antara proses
seluler tersebut diatur oleh fosforilasi Serin 139
dan Tirosin 142 pada histon varian 2A (y-
H2AX) [24].

Perbaikan DSB dan induksi apoptosis pada
ex vivo yang limfosit darah pasien radioterapi
payudara mengungkapkan tingkat yang lebih
tinggi dari sisa foci y-H2AX / 53BP1 pada
antara individu sangat sensitive terjadap pajanan
radiasi dengan ditandai reaksi negatif terhadap
radioterapi payudara dibandingkan dengan
kelompok control. Dari data ini tersebut bahwa
perbaikan DSB fenotip sel terganggu dapat
dikaitkan dengan radiosensitif klinis pada
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beberapa pasien radioterapi reaksi akhir
jaringan normal. Meskipun demikian, ukuran
sampel kecil dari penelitian ini menghalangi
dukungan untuk DSB perbaikan uji berbasis
limfosit untuk  memprediksi  radiosensitif
jaringan normal. Penurunan jumlah DSB karena
bergabung meningkatkan kecenderungan untuk
sel untuk menjalani apoptosis yang diatur oleh
fungsi ATM yang aktif [25].

Disamping menimbulkan efek samping
toksisitas jaringan normal, radioterapi juga
berpotensi menimbulkan kanker sekunder.
Toksisitas  jaringan ~ normal  disamping
menimbulkan peluang gangguan fungsi normal
organ yang berada disekitar organ atau jaringan
target radioterapi  (seperti pada kanker
nasofaring, kanker paru dan kanker prostat serta
kanker payudara) [26-29] Kanker sekunder ini
berawal dengan adanya ketidakstabilan genom
yang disebabkan oleh mutasi pada gen gen
penekan tumor dan diturunkan antar generasi
dan berperan dalam proses Kkarsinogenesis.
Mutasi ini dapat disebabkan radiasi yang
diterima pada saat radioterapi [30].

Sebagai contoh pada pengobatan kanker
prostat, pada pengobatan radioterapi
konvensional dengan menggunakan radiasi
eksternal dan brakiterapi telah  berhasil
memberikan peluang hidup yang lebih lama
paska  pengobatan, tetapi  berpotensi
menimbulkan efek jangka panjang berupa
kanker sekunder. Dengan teknik radioterapi
terbaru seperti IMRT walau dapat mengurangi
eskalasi dosis namun perbedaan distribusi dosis
dan scatter juga meningkatkan peluang
terjadinya kanker sekunder. Pada radioterapi
menggunakan photon, terdapat potensi radiasi
sekunder yang terdiri dari foton dan netron
seperti yang dijumpai pada pemberian
radioterapi kanker kepala dan leher. Efek
biologis dari foton dan netron sekunder ini
sampai saat ini masih diperdebatkan [31].

Di Indonesia radioterapi digunakan pada
sejumlah  kasus  kanker  seperti  kanker
nasofaring, kanker payudara dan kanker paru
paru serta kanker prostat.  Tidak jarang radiasi
ini juga akan berpotensi mempunyai dampak
sampingan atau toksisitas  sejumlah organ

penting dan faktor estetika. Pada kondisi ini
penggunan biomarker seperti pengamatan foci y-
H2AX menjadi penting.

V. PENUTUP

Penggunaan radioterapi pada pengobatan
penyakit kanker sudah merupakan keniscayaan,
penggunaan  biomarker  y-H2AX  untuk
memprediksi toksisitas jaringan normal dan
timbulnya ketidakstabilan genom yang dapat
menginduksi terjadinya kanker sekunder juga
perlu diperhatikan untuk mengantisipasi dampak
negatif dari radioterapi.
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TANYA JAWAB
1. Penanya: Endah

Pertanyaan:
— Ekspresi tinggi y-H2AX yang bagaimana
yang digunakan sebagai penanda?

— Bagaiman membedakan ekspresi tersebut

akibat toksisitas radiasi dan kerusakan
DNA akibat dari yang lain?

Jawaban:
— Yang jumlahnya >5/tiap sel
— Sama-sama sitotoksik, sama ekspresinya

jadi tidak dapat dibedakan

2. Penanya: Fadil Nasir

Pertanyaan:

— Maksud penelitian ini bertujuan untuk

apa?

— Apakah ada ekspresi gen lain sebelum ini?

Jawaban:
— Makalah ini masih kajian literatur
— Untuk tahap awal sampel akan diambil

pada pekerja radiasi (radiodiagnostik)

— Bisanya juga terkait dengan ekspresi

protein P53
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