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EKSPRESI Hsa-miR-22-3p PADA URIN PASIEN BENIGN
PROSTATE HYPERPLASIA (BPH) SEBAGAI BIOMARKER
NON INVASIF
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ABSTRACT

Benign Prostate Hyperplasia (BPH) is one of prostate diseases with highest prevalence rates men in the world. Benign Prostate Hyperplasia are
caused by many factors, such as disorders of androgen receptors, mutations genes, age, epigenetics and environment. Detection BPH in the form of
Prostate Specific Antigen (PSA), Transurethral Resection Of Prostate (TURP) and Digital Rectal Examination (DRE) which is invasive in the
patient. MicroRNAs in urine eksosomes can be used to detect BPH with non-invasive to patients. This study aims to determine the potential
expression of Hsa-miR-22-3p in eksosomal urine samples of BPH as a non-invasive biomarker. This was an observational cross sectional analytic
study. Urine samples were obtained from dr. Sardjito Yogyakarta and dr. Soeradji Tirtonegoro hospital. Furthermore, eksosomes isolation, RNA
isolation, cDNA synthesis and quantification with qRT-PCR. Based on the results, it is known that Hsa-miR-22-3p decreased expression as much
as 29.54 times in BPH, there were significant differences between samples of BPH and normal samples (P = 0.001). Thus Hsa-miR-22-3p has
potential as a biomarker in Benign Prostate Hyperplasia.

Keywords: BPH, PSA, TURP, MicroRNA, qRT-PCR, Hsa-miR-22-3p

ABSTRAK

Benign Prostate Hyperplasia (BPH) merupakan salah satu penyakit prostat dengan tingkat prevalensi tertinggi pada pria di dunia. Penyakit ini
disebabkan oleh banyak faktor, seperti gangguan pada androgen reseptor, mutasi pada gen, usia, epigenetik serta lingkungan. Selama ini
deteksi yang dilakukan untuk penyakit ini berupa tes Prostate Spesific Antigen (PSA), Transurethral Resection of Prostate (TURP) dan
Digital Rectal Examination (DRE) yang bersifat invasif pada pasien. MicroRNA pada eksosom urin dapat digunakan untuk mendeteksi BPH
yang bersifat non invasif. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui potensi ekspresi Hsa-miR-22-3p pada sampel urin eksosom BPH
sebagai biomarker non invasif. Penelitian ini merupakan penelitian observasional analitik cross sectional. Sampel urin diperoleh dari RSUP
dr. Sardjito Yogyakarta dan RSUP dr. Soeradji Tirtonegoro. Selanjutnya dilakukan isolasi eksosom, isolasi RNA, sintesis cDNA dan
kuantifikasi dengan qRT-PCR. Berdasarkan hasil penelitian diketahui bahwa Hsa-miR-22-3p mengalami penurunan ekspresi sebanyak 29,54
kali pada BPH, terdapat perbedaan yang signifikan antara sampel BPH dan individu sehat (P = 0,001). Sehingga Hsa-miR-22-3p berpotensi
sebagai biomarker pada pasien BPH.

Keywords: BPH, PSA, TURP, MicroRNA, QRT-PCR, Hsa-miR-22-3p

PENDAHULUAN

Benign Prostate Hyperplasia (BPH) merupakan
penyakit yang disebabkan karena adanya proses
proliferasi sel yang tidak terkendali, invasif,
metastasik dan kehilangan kemampuan untuk
apoptosis berkembang menjadi

karsinoma prostat, penyebab karsinoma
bermacam-macam seperti kelainan genetik,
karsinogenik, infeksi virus, lingkungan serta gaya
hidup (Foster et al., 2018). BPH dapat berkembang
menjadi kanker prostat jika tidak segera dilakukan

yang dapat penanganan (Pérez-Rambla et al., 2017). Menurut

*Kontributor Utama
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Globocan (Global Cancer Observatory) (2012), karsi-
noma prostat merupakan salah satu karsinoma dengan
tingkat prevalensi tertinggi pada pria di dunia, den-
gan insidensi urutan kedua di dunia. Lebih kurang
1,1 juta pria di seluruh dunia didiagnosis menderita
karsinoma prostat dan terdapat 307 ribu kasus kema-
tian pada tahun 2012. Prevalensi
karsinoma prostat di Indonesia tahun 2013 adalah
sebesar 0,2% atau diperkirakan sebanyak 25.012
penderita. Provinsi yang memiliki prevalensi karsi-
noma prostat tertinggi adalah D.I. Yogyakarta, Bali,
Sulawesi Utara, dan Sulawesi Selatan yaitu sebesar
0,5%, sedangkan berdasarkan estimasi jumlah pende-
rita penyakit karsinoma prostat
terbanyak berada pada Provinsi Jawa Timur dan
Provinsi Jawa Tengah (Kementrian Kesehatan RI,
2015).

Kesulitan dalam diagnosis gejala karsinoma
prostat dan BPH menyebabkan penanganan yang
terlambat. Hal ini menjadi indikasi dari tingginya
angka mortalitas pasien karsinoma prostat. Menurut
Dijkstra (2014) diagnosis yang umum d
pemeriksaan colok dubur, vji ultrasound transrektal
(TRUS), biopsi dan tes PSA (prostate-specific anti-
gen) yang bersifat invasif atau melukai bagi pasien
sehingga dibutuhkan metode baru untuk mendeteksi
karsinoma prostat yang tidak bersifat melukai (
untuk penanggulangan karsinoma prostat biasanya
dengan Transurethral Resection Of Prostate
(TURP), SOB, kemoterapi dan radioterapi (Bunting,
2002; Ilic, 2013; Heijnsdijk, 2015) namun memiliki
banyak kekurangan, disamping biaya yang mabhal,
memiliki tingkat kekambuhan yang tinggi (Schalken,
2014), serta bersifat invasif atau melukai bagi pasien
sehingga dibutuhkan metode baru untuk mendeteksi
karsinoma prostat yang tidak bersifat melukai (non
invasif) pada pasien, salah satunya dengan meng-
gunakan urin.

Urin merupakan cairan sisa yang diekskresikan
oleh ginjal yang kemudian akan dikeluarkan dari
dalam tubuh melalui proses urinasi, urin
mengandung eksosom (Wu et al., 2017). Eksosom
adalah vesikel yang disekresikan yang mewakili asal
jaringan tersebut dan berfungsi untuk komunikasi
antar sel. Eksosom dalam urin membawa informasi
genetik seperti DNA, RNA, mRNA, microRNA,
siRNA dan lain-lain, sehingga dapat menjadi substrat
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non-invasif sebagai biomarker (Hessels dan
Schalken, 2013). icroRNA adalah untai tunggal RNA
yang memiliki molekul pendek noncoding (Cochetti
et al., 2020). MicroRNA potensial sebagai biomarker
untuk mengetahui mekanisme pasca transkripsi
tertentu secara spesifik, sensitif, dan non invasif. Hal
ini karena miRNA terdapat pada sel dan cairan tubuh
dalam keadaan stabil (Ajit, 2012; Burchard et al.,
2009). Beberapa gen oncomir pada kejadian
karsinoma prostat dan BPH diketahui menjadi target
Hsa-miR-22-3p, salah satunya adalah ATP Citrate
Lyase (ACLY) (Xin et al., 2016). Enzim ACLY
berperan dalam sintesis lipid de novo yang berperan
penting kejadian karsinoma. Pada penderita
karsinoma prostat terjadi penurunan ekspresi dari
Hsa-miR-22-3p yang mengakibatkan kenaikan fungsi
pada ACLY menyebabkan produksi androgen
berlebih yang mengakibatkan akumulasi Androgen
Reseptor (AR), sehingga kemampuan sel untuk
berploriferasi, differensiasi meningkat dan
kemampuan sel berapoptosis berkurang.
Hsa-miR-22-3p terletak pada kromosom 17
dengan urutan 53 sampai 74 dan tersusun atas 22
nukleotida. Hsa-miR-22-3p berperan penting pada
banyak kasus karsinoma sebagai tumor suppressor
seperti karsinoma servik, paru-paru, tulang, dan
karsinoma prostat (Zhang et al., 2015). Sebagai gen
tumor suppressor miR-22 memiliki peran untuk me-
nekan ataupun menghambat ekspresi dari oncomir
seperti AKT1, PTEN, PPPM1K, BMP7, PPARA,
ESR1, HDAC4 dan lain-lain (Mirtarbase, 2017).
Penelitian yang telah dilakukan terkait Hsa-miR-22-
3p pada karsinoma prostat membuktikan terjadi
penurunan level ekspresi dibandingkan dengan kon-
trol sehat. Penelitian yang dilakukan oleh Szczyrba
(2010) melakukan profiling miRNA menggunakan
jaringan karsinoma prostat dan jaringan prostat sehat
didapatkan 33 miRNA salah satunya Hsa-miR-22-3p
yang mengalami penurunan ekspresi pada jaringan
karsinoma prostat menggunakan metode deep
sequencing dan real-time quantitative RT-PCR (qRT
-PCR). Penelitian Pasqualini (2015) melihat peran
miR-22 dan miR-29a pada reseptor androgen karsi-
noma prostat dengan target LAMC1 dan MCLI,
sampel yang digunakan berupa cell line LNCaP, Du-
CaP, hasilnya didapatkan miR-22 merupakan tumor
supressor pada reseptor androgen menggunakan me-
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tode Chromatin immunoprecipitation coupled with
deep-sequencing (ChIP-seq). Dengan demikian
penelitian ini memiliki arti penting untuk perkem-
bangan metode diagnosis dini penyakit karsinoma
prostat yang bersifat non invasif menggunakan bio-
marker Hsa-miR-22-3p.

BAHAN DAN CARA KERJA
Bahan

Sampel urin pasien karsinoma prostat dan BPH
yang disimpan dalam bentuk supernatan dikoleksi
dari RSUP. Dr. Sardjito dan RSUP. dr. Soeradji
Tirtonegoro. Kit isolasi eksosom, miRCURY
Eksosom Isolation Kit-Cells, Urine and CSF, 12-80
rxnx (Exiqon). Kit isolasi RNA, miRCURY RNA
Isolation Kit-Cell and Plant, (Exiqon). Kit isolasi
cDNA, Universal cDNA Synthesis kit II, 8-64 rxnx
(Exiqgon). Meliputi 5x reaction buffer, nuclease free
water, enzyme mix dan spike in (sp6). ExiLent SYBR
Green master mix, 2.5 mL, 500rxnx. (Exiqon), untuk
deteksi ekspresi miRNA. miRCURY LNA Universal
RT microRNA PCR primer set: Hsa-miR-22-3p
dengan s ekuen 57 -
AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU-3" sebagai
primer target. miRCURY LNA Universal RT
microRNA PCR primer set: Hsa-miR-191-5p sebagai
reference gene.

Rancangan Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian
observasional analitik cross sectional (Dahlan, 2010).
Kontrol internal Hsa-miR-22-3p yang digunakan
yaitu Hsa-miR-191-5p (Egidi et al., 2015). Kontrol
internal berasal dari house keeping gene sehingga
sangat direkomendasikan dengan tujuan untuk mem-
validasi tiap eksperimen bahwa setiap gen yang terli-
hat tidak dipengaruhi oleh perlakuan pada
eksperimen (Livak dan Schmittgen, 2001). Persetu-
juan etik penelitian (Ethical Clearance) didapat dari
komisi etik kedokteran dan penelitian kesehatan,
Fakultas Kedokteran UGM — RSUP Dr. Sardjito
Yogyakarta.

Koleksi dan penanganan sampel

Sampel urin yang digunakan berasal dari pasien
karsinoma prostat dan BPH yang telah di diagnosis
secara klinikpatologi dan histopatologi. Sampel yang

digunakan berdasarkan kriteria pasien berjenis
kelamin laki-laki, usia > 50-90 tahun. Jumlah sampel
urin 20 orang. Sepuluh pasien penderita positif BPH
yang telah dilakukan pemeriksaan Patologi Anatomi
(PA) berupa nilai PSA dan hasil Transurethral
Resection Of Prostate (TURP) serta 10 pasien sehat.
Sepuluh pasien sehat sebagai kontrol yang disimpan
disuhu -80°C. Pengkoleksian sampel berupa urin
yang didapat dari RSUP. Dr. Sardjito Yogyakarta
dan RSUP. dr. Soeradji Tirtonegoro di sentrifugasi
10.000xg selama 5 menit, supernatannya disimpan di
freezer -80°C di Laboratorium Biologi Molekuler
Fakultas Kedokteran Universitas Gadjah Mada
sebelum dilakukan pemeriksaan.

Pelaksanaan secara cksperimental di
Laboratorium Biologi Molekuler meliputi isolasi
eksosom, isolasi RNA, sintesis c¢DNA, lalu
pemeriksaan ekspresi Hsa-miR-22-3p dengan metode
gRT-PCR di Laboratorium Biokimia Fakultas Ke-
dokteran Universitas Gadjah Mada. Analisis hasil
ekspresi Hsa-miR-22-3p menggunakan software
CFX manager 96, GenEX, dan metode Livak untuk
analisa kuantitatif ekspresi. Analisis data dilakukan
dengan Independent Sample T-test pada signifikansi
95%. Sampel dikoleksi dari RSUP. Dr. Sardjito dan
RSUP. dr. Soeradji Tirtonegoro.

Analisis hasil ekspresi Hsa-miR-22-3p

Analisis hasil ekspresi Hsa-miR-22-3p meng-
gunakan Biorad CFX Manager Software untuk men-
getahui nilai  Quantification cycle (Cq),
quantification curve, melting curve, dari hasil qPCR.

Pengujian ekspresi
Real-Time qPCR
Pada qPCR menggunakan kit ExiLENT SYBR
Green Master Mix 2,5 mL (Exiqon), primer target
microRNA dan cDNA hasil sintesis. Sampel cDNA
dikeluarkan dari lemari pendingin -20°C dan
diletakkan pada fube cooler. Setelah mencair secara
perlahan kemudian divortex lalu di spindown.
Selanjutnya cDNA diencerkan dengan nuclease-free
water. Larutan tersebut kemudian dihomogenisasi
dan diletakkan di tube cooler. PCR Master mix dan
PCR Primer mix (primer microRNA miR-22)
dihomogenisasi. Dibuat qPCR Mix, kemudian
dimasukkan ke dalam tube strip. Sebanyak 4 uL

Hsa-miR-22-3p dengan
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cDNA diambil dan dimasukkan ke dalam tube strip
dan dihomogenisasi dengan cara resuspensi cDNA
menggunakan mikropipet pada qPCR Mix. Program
pada CFX 96 Real-Time System C1000 Thermal
Cycle diatur dan selanjutnya dilakukan proses
running.

Analisis normalitas data

Uji normalisasi dilakukan untuk mengetahui
apakah data Hsa-miR-22-3p pada kelompok BPH
dan kontrol sehat terdistribusi secara normal atau
tidak normal menggunakan uji Shapiro-Wilk. Uji
normalitas dilakukan dengan ketentuan: jika
signifikansi p > 0,05 maka data terdistribusi normal
dan jika signifikansi p < 0,05 maka data tidak
terdistribusi normal.

Analisis signifikansi perbedaan data

Uji Independent T-test digunakan untuk
mengetahui apakah terdapat perbedaan yang
signifikan antara sampel BPH dan kontrol sehat.
Sampel BPH dan kontrol sehat dikatakan berbeda
signifikan jika nilai p < 0,05 dan dikatakan tidak
berbeda signifikan jika nilai p > 0,05.

Analisis Kuantitatif Hasil Real-Time qPCR den-
gan Metode LIVAK
Perbedaan ekspresi Hsa-miR-22-3p pada urin
pasien BPH dibandingkan dengan tingkat ekspresi
reference gene (Hsa-miR-191-5p) dengan meng-
gunakan rumus Livak (Livak dan Schmittgen, 2001):
ACrcatibratory= Cr(Target, Catibratory— CT(Ref, Catibrator)

Kelipatan perubahan ekspresi = 2 (€t Treared = Ct
Untreated)

— 2—ACt (Treated — Untreated)
— 2-AAC1

HASIL
Nilai qPCR dan Perbandingan Nilai Cq Sampel
BPH dan Kontrol Sehat

Perhitungan rerata dari nilai Cq sampel eksosom
urin BPH dan kontrol sehat didapatkan hasil nilai
rata-rata Cq sampel BPH sebesar 37,53 sedangkan
pada kontrol sehat sebesar 31,63, selanjutnya hasil
rerata tiap kelompok dibandingkan, nilai rerata Cq
pada kelompok sampel BPH lebih besar dibanding-
kan pada kelompok sampel kontrol sehat.

Tabel 1. Tabel karateristik sampel eksosom urin BPH (Table of characteristics BPH urinary exosome sample)

Variabel Klasifikasi Frekuensi Presentase
50-59 tahun - -
60-69 tahun 6 60 %

Usia 70-79 tahun 2 20 %
80-89 tahun 2 20 %

Tabel 2. Tabel karateristik sampel eksosom urin kontrol sehat (Table of characteristics normal urinary

exosome sample)

Variabel Klasifikasi Frekuensi Presentase
50-59 tahun 8 80 %
60-69 tahun 2 20%

Usia 70-79 tahun - -
80-89 tahun - -
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Tabel 3. Hasil perhitungan rerata nilai Cq sampel eksosom urin BPH dan kontrol sehat (Calculation Result of
the mean Cq value BPH urine exosome samples and Normal controls)

Individu sehat BPH
Sampel Nilai Cq Sampel Nilai Cq
N1 32,39 Bl 36,8
N2 30,74 B2 39,87
N3 31,53 B3 36,11
N4 29,1 BS N/A
N5 32,92 B6 N/A
N6 29,09 B9 39,34
N7 31,03 B10 N/A
N8 30,71 B11 38,21
N9 32,78 B12 34,9
N13 36,02 B14 N/A
Rerata 31,63 37,53

Uji Shapiro-Wilk dilakukan untuk mengetahui
apakah data Hsa-miR-22-3p pada kelompok BPH
dan kontrol sehat terdistribusi secara normal atau
tidak normal. Hasil uji normalitas menunjukkan
bahwa data Cq miR-22 pada kelompok BPH dan
kontrol sehat terdistribusi normal karena memiliki
nilai signifikansi p > 0,05. Selanjutnya, hasil uji
Independent t-test menunjukkan signifikansi
(2-tailed) p = 0,001 atau p < 0,05 yang berarti
bahwa kedua sampel memiliki perbedaan
signifikan.

Pengujian ekspresi Hsa-miR-22-3p

Analisis kuantitatif dilakukan dengan qPCR.
Hasil perhitungan fold change, terjadi Secara rerata,
eskpresi miR-22 mengalami penurunan sebesar
29,54 kali jika dibandingkan dengan kontrol sehat.
Hal ini menunjukkan terjadi penurunan ekspresi
miR-22 (down regulated) pada sampel BPH.

PEMBAHASAN

Analisis perbandingan nilai Cq pada

sampel eksosom urin BPH dan kontrol sehat
Nilai rerata Cq pada kelompok sampel BPH

lebih besar dibandingkan pada kelompok sampel

kontrol sehat. Hal ini menunjukkan bahwa
konsentrasi Hsa-miR-22-3p pada sampel eksosom
urin penderita BPH lebih rendah dibandingan den-
gan kelompok kontrol sehat karena semakin tinggi
dari nilai Cq maka semakin sedikit copy number
suatu target gen yang teramplifikasi. Hal ini sesuai
dengan teori bahwa Hsa-miR-22-3p
mengalami penurunan ekspresi pada kejadian BPH.
Hal ini sesuai dengan teori bahwa Hsa-miR-22-3p
sebagai tfumor suppressor, sehingga pada sampel
eksosom urin pasien BPH konsentrasinya lebih
rendah dibandingkan pada kontrol sehat (Xin et al.,
2016).

Pada sampel BPH (Tabel 3), terdapat empat
sampel yang tidak muncul nilai Cq (BS, B6, B10,
dan B14). Hal ini dapat diakibatkan oleh beberapa
faktor seperti konsentrasi gen target, kualitas
template yang digunakan, keterbatasan qPCR dan
kondisi primer target (Cankar et al., 2006).
Konsentrasi gen target sangat mempengaruhi hasil
dari qPCR, konsentrasi gen target yang terlalu
rendah membutuhkan siklus yang lebih tinggi untuk
dapat di kuantifikasi oleh qPCR. Selain itu kualitas
sampel serta preparasi sampel juga mempengaruhi
hasil dari qRT-PCR, sampel yang terlalu lama
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Tabel 4. Hasil uji normalitas Cq miR-22 pada kelompok BPH dan kontrol sehat (Normality Test Results of the
Cq miR-22 in BPH group and Normal controls)

Shapiro-Wilk
MicroRNA

P Value*
miR-22 BPH 0,383
miR-22 Kontrol sehat 0,791

*p>0,05 data terdistribusi normal / tidak berbeda signifikan

Tabel 5. Hasil vji independent t-test pada sampel BPH dan kontrol sehat (Independent T-Test Results of the Cq
miR-22 in BPH group and Normal controls)

MikroRNA Rerata ACq P Value*
MiR-22 BPH 3,33
MiR-22 Kontrol sehat 1,55 0,001

*p>0,05 data tidak berbeda signifikan
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Gambar 1. Hasil gPCR sampel eksosom urin kontrol sehat dan BPH, (A dan C) kurva amplifikasi; (B dan
D) kurva Melt Peak (qRT-PCR Results from urine exosomes sample of normal control and
BPH, (A & C) amplification curve; (B & D) Melt Peak curve). No Template Kontrol (NTC).
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Tabel 6. Ekspresi relatif miR-22 antara BPH dan kontrol sehat. (miR-22 Relative Expressions between the
Benign Prostate Hyperplasia and Normal Control)

Sampel ACq miR-22 11?3532 F(ZIA%q()j ?jl/ngE)(z
BPH 1,55
4,884 0,034 (-29,54)
Kontrol Sehat -3,33

disimpan dapat menurunkan kualitas dari sampel
sehingga akan sulit di deteksi, selain itu preparasi
sampel yang tidak aseptis dapat membuat
kontaminasi dan kerusakan sampel yang akan di
periksa sehingga hasil qPCR menjadi undetectable
(Derveaux et al., 2010). Pada qPCR memiliki keter-
batasan yaitu hanya terdapat 40 siklus untuk kuanti-
fikasi, sehingga sampel yang konsentrasinya sangat
rendah seperti BS5, B6, B10, dan BIl4
membutuhkan siklus diatas 40 untuk dapat dikuan-
tifikasi, untuk mengukur sampel dengan konsen-
trasi sangat rendah dapat digunakan
instrumen Next Generation Sequencing (NGS).
Konsentrasi Hsa-miR-22-3p yang sangat rendah
menyebabkan sedikitnya target yang teramplifikasi
pada eksosom urin sampel BPH, sehingga rata-rata
nilai Cq pada kelompok eksosom urin BPH lebih
rendah dibandingkan dengan kontrol sehat.

Analisis hasil qRT-PCR sampel eksosom urin
kontrol sehat dan BPH

Pada sampel ecksosom urin kontrol sehat
(Gambar 1.A), sampel mengalami
amplifikasi pada kisaran siklus 25-29. Hal ini
menunjukkan bahwa Hsa-miR-22-3p teramplifikasi
pada siklus tersebut, sehingga didapatkan copy
number miR-22 yang lebih besar dibandingkan
pada sampel eksosom BPH. Gambar 1 (B dan D)
menunjukkan kurva melt peak yang terbentuk dari
gen target pada sampel kontrol sehat, terlihat bahwa
suhu untuk masing-masing target gen tidak
terlampau jauh dan tidak adanya pergeseran
sehingga dianggap produk yang dihasilkan
merupakan satu jenis target. Hal ini memberikan
informasi bahwa primer microRNA telah spesifik
dengan hanya munculnya satu puncak (single peak)
yang berarti hanya dihasilkan satu amplikon.
Ketiadaan pergeseran kurva melt peak pada
amplifikasi gen target menunjukkan bahwa produk

rata-rata

yang dihasilkan adalah sama (single
product). No Template Control (NTC) pada sampel
kontrol sehat tidak menunjukkan adanya kurva
amplifikasi yang berarti tidak adanya kontaminasi
dan primer dimer yang pada sampel kontrol sehat.
NTC digunakan sebagai monitor untuk melihat ada
atau tidaknya kontaminasi dan primer dimer yang
terbentuk sehingga dapat menyebabkan false
positive schingga diketahui apakah hasil qPCR
telah spesifik.

Berdasarkan Gambar 1 (C), pada empat
sampel eksosom urin BPH hanya dua sampel yang
teramplifikasi pada siklus diatas 30, hal ini
menunjukkan bahwa pada sampel BPH sangat
sedikit konsentrasi Hsa-miR-22-3p. Dua sampel
yang tidak muncul kemungkinan membutuhkan
lebih dari 40 siklus untuk dapat teramplifikasi
karna konsentrasi miR-22 didalamnya yang sangat
sedikit. QPCR memiliki kekurangan yaitu hanya
terdapat 40 siklus untuk mengkuantifikasi gen
target, jika lebih dari 40 maka spesifisitas dan
sensitifitas qPCR berkurang. Selain itu terdapat
beberapa faktor yang berpengaruh terhadap hasil
gPCR, seperti kondisi primer, mutasi pada miRNA
dan adanya Single Nucleotide Polymorphisms
(SNP) pada miRNA. Mutasi pada miRNA dapat
terjadi pada banyak lokasi seperti mutasi pada
DROSHA dapat menyebabkan kegagalan
terbentuknya Pre-miRNa sehingga miRNA menjadi
tidak fungsional, selain itu metilasi promoter dapat
terjadi pada DICER yang berfungsi memotong loop
pada Pre-miRNa sehingga miRNA mature tidak
terbentuk, mutasi pada protein XPOS5 menyebabkan
mikroRNA tidak dapat ditransportasikan ke
sitoplasma, sehingga kelimpahan mikroRNA menu-
run. Mutasi pada protein AGO, membuat mik-
roRNA menjadi tidak stabil sehingga mudah terde-
gradasi dan kelimpahannya menurun (Rakheja et
al., 2015).
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Penemuan terbaru menunjukkan jika pada
miRNA dapat berikatan dengan SNP yang disebut
MIRSNP (Detassis et al., 2017). SNP dapat mem-
pengaruhi ekspresi dan fungsi microRNA dan dapat
hadir dalam urutan microRNA atau pada gen target-
nya (mRNA) serta pada premature miRNA. SNP
juga dapat hadir dalam wurutan gen yang
terlibat dalam biogenesis microRNA, sehingga
mempengaruhi  tingkat ekspresi microRNA.
Perubahan ini dapat mempengaruhi pola dari
microRNA, penempelan SNP pada miRNA dapat
meningkatkan maupun mengurangi kemampuan
afinitas binding site pada miRNA. Selain itu
penempelan SNP pada premature miRNA dapat
mempengaruhi struktur dan jumlah mature miRNA
yang terbentuk.

Uji normalitas menunjukkan data Cq
miR-22 pada kelompok BPH dan kontrol sehat
terdistribusi normal karena memiliki nilai
signifikansi p > 0,05 (Tabel 4). Setelah diketahui
data Cq miR-22 pada kelompok BPH dan kontrol
sehat terdistribusi normal.

Independent t-test (Tabel 5) menunjukkan
signifikansi (2-tailed) p = 0,001 atau p < 0,05 yang
berarti bahwa kedua sampel memiliki perbedaan
signifikan. Sehingga Hsa-miR-22-3p dapat diguna-
kan sebagai biomarker pada BPH.

Analisis perbandingan nilai Fold Change (FC)
sampel eksosom urin pasien BPH.

Secara rerata, eskpresi miR-22 mengalami
penurunan sebesar 29,54 kali jika dibandingkan
dengan kontrol sehat. Hal ini menunjukkan terjadi
penurunan ekspresi miR-22 (down regulated) pada
sampel BPH. Hal ini sesuai dengan teori bahwa
Hsa-miR-22-3p bertindak sebagai tumor suppressor
pada kejadian karsinoma prostat dan BPH. Hal ini
sesuai dengan penelitian Pasqualini et al. (2015)
yang melihat peran miR-22 dan miR-29a pada re-
septor androgen karsinoma prostat dengan target
LAMC1 dan MCLI1, sampel yang digunakan
berupa cell line LNCaP, DuCaP. Hasilnya
didapatkan miR-22 merupakan tumor supressor
pada reseptor androgen menggunakan metode
Chromatin  immunoprecipitation  coupled with
deep-sequencing (ChIP-seq). Hasil sekuensing yang
dilakukan oleh Szczyrba et al. (2010) dengan 33
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miRNA pada kanker prostat didapatkan bahwa miR
-22 mengalami penurunan ekspresi dengan nilai FC
-2,82.

Menurut Wang et al (2017) miR-22
menghambat  proliferasi tumor, invasi, dan
metastasis dengan mempercepat penuaan sel,
menghambat metabolisme energi dan angiogenesis.
Pada perkembangan tumor, termasuk proliferasi,
invasi dan metastasis, miR-22 dapat mengganggu
proses pertumbuhan tumor dan pasokan energi sel
tumor. Hasil penelitian Kumar dan Lupold (2016)
pada sampel jaringan kanker prostat didapatkan
bahawa ekspresi miR-22 mengalami penurunan
ekspresi.

Berdasarkan hasil in silico, didapatkan bahwa
miR-22 mentarget beberapa macam ge
PTEN, AKTl1 dan ACLY. Hsa-miR-22-3p
berfungsi sebagai tumor supressor yang
menghambat ekspresi ACLY pada jalur de novo
sintesis lipid pada karsinoma prostat dan BPH
sehingga pasokan energi pada sel tumor berkurang
yang menyebabkan penurunan prolifer
tersebut (Xin et al., 2016). Pada karsinoma prostat
dan BPH terjadi penurunan ekspresi dari miR-22
sehingga ACLY mengalami kenaikan ekspresi yang
menghasilkan pasokan energi sel tumor, sehingga
mengakibatkan perkembangan tumor, termasuk
proliferasi, invasi, dan metastasis pada sel
karsinoma prostat dan BPH (His et al,
kenaikan ekspresi ACLY yang bertindak sebagai
oncomir dengan dengan mentarget asam sitrat, se-
hingga terjadinya peningkatan yang signifikan pada
asam sitrat. Asam sitrat dapat diubah menjadi
kolesterol memalui jalur mevalonate sehingga
membentuk kolesterol. Kolesterol merupakan pre-
kursor utama pada androgen. Kadar androgen yang
tinggi berkolerasi dengan tingginya kadar testoster-
one. Testosteron yang berikatan pada enzim Sa
reductase akan membentuk Dehidrotestosteron
(DHT), kemudian DHT ini akan berikatan dengan
reseptor androgen yang membuat perubahan pada
konformasi dari regulasi transkripsi gen sel prostat
sehingga proses proliferasi, diferensiasi sel mening-
kat menyebabkan karsinoma prostat dan BPH me-
lalui jalur yang tidak bergantung dengan androgen
(Suburu dan Chen, 2012). Selain itu asam sitrat
dapat diubah menjadi asam lemak melalui siklus
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malonyl CoA yang dapat menginduksi gen HER-2
sebagai oncomir, sehingga mengaktivasi jalur PI3K/
Akt dan mTOR yang berperan pada progresi siklus
sel, pertumbuhan tumor dan penghambatan apop-
tosis, sehingga menyebabkan karsinoma prostat dan
BPH melalui jalur androgen independent (Zaidi et
al., 2012).

KESIMPULAN

Terdapat penurunan tingkat ekspresi Hsa-miR-
22-3p pada sampel eksosom urin pasien BPH yaitu
sebesar 29,54 kali lebih rendah dibandingkan kon-
trol sehat. Hsa-miR-22-3p berpotensi sebagai kandi-
dat biomarker non invasif pada Benign Prostate
Hyperplasia berdasarkan hasil uji
Independent T-test (p = 0,001). Perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut untuk mengetahui interaksi
dan mekanisme Hsa-miR-22-3p dengan target
mRNA dan protein pada sampel BPH. Perlu
dilakukannya optimasi reference gene Hsa-miR-
dilakukannya penelitian lebih lanjut tentang
perbandingan konsentrasi RNA menggunakan ek-
sosom sampel berbagai jenis urin seperti urin pagi
hari, urin sesaat, dan urin tampung serta perlu dila-
kukan sekuensing untuk mengetahui adanya mutasi
pada Hsa-miR-22-3p pada sampel eksosom urin
BPH.
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