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ABSTRACT 

 

Colorectal cancer is a malignancy that occurs in colon and rectum. Colorectal 

cancer is classified based on its cause, namely sporadic colorectal cancer and 

hereditary colorectal cancer. The assessment of MSI status is important because 

cancer patients with MSI status have a good prognosis of the cure rate and therapy. 

Tissue specimens and formalin-fixed, paraffin embedded (FFPE) can be used to 

assess MSI status by fragment analysis technique. FFPE is more recommended 

than tissue because its status on the specimen has been confirmed. The research 

was conducted in a descriptive observational with an experimental design at the 

Laboratory of Molecular Biology in the Research and Development Division of 

Dharmais Cancer Hospital in January-June 2022. Based on the results, there are 

factors that affect the MSI detection results, namely injection time on the Genetic 

Analyzer, DNA concentration, and PCR product volume. The optimal conditions 

for MSI detection of tissue samples are 8 seconds of injection time and 2 ng of 

concentration with 2 μL of volume for PCR while the FFPE are 15 seconds of 

injection time and 20 ng of concentration with 2 μL of volume for PCR. It was 

concluded that FFPE specimens could be used to detect MSI, but with different 

optimal conditions from tissue specimens. The DNA required from FFPE specimens 

tends to be more, total of 40 ng/µL, compared to DNA from tissue which is only 2 

ng/µL. In addition, the injection time required by FFPE specimens was also almost 

twice as long as that of tissue specimens (15 seconds compared to 8 seconds). 

Keywords : Colorectal Cancer; MSI; Fragment Analysis. 

 
 

ABSTRAK 

 

Kanker kolorektal merupakan keganasan yang terjadi di kolon dan rektum. Kanker 

kolorektal digolongkan menjadi dua berdasarkan faktor penyebabnya yaitu kanker 

kolorektal sporadis dan kanker kolorektal herediter. Penilaian status MSI menjadi 

hal yang penting karena pasien kanker kolorektal dengan status MSI positif 

memiliki prognosis yang lebih baik. Jaringan dan formalin-fixed paraffin embedded 

(FFPE) merupakan spesimen yang dapat digunakan untuk menilai status MSI 

dengan teknik fragment analysis. Penelitian dilakukan secara observasional 

deskriptif dengan desain eksperimental di Laboratorium Biologi 
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Molekuler bagian Penelitian dan Pengembangan Rumah Sakit Kanker Dharmais 

pada Januari-Juni 2022. Berdasarkan hasil penelitian, terdapat faktor yang 

memengaruhi hasil deteksi MSI yaitu, waktu injeksi pada alat Genetic Analyzer, 

konsentrasi DNA, dan volum produk PCR. Kondisi optimal deteksi MSI 

menggunakan spesimen jaringan yaitu dengan waktu injeksi 8 detik dan konsentrasi 

DNA 2 ng/µL dengan volum 2 µL untuk PCR, sedangkan untuk spesimen FFPE 

yaitu dengan waktu injeksi 15 detik dan konsentrasi 20 ng/µL dengan volum 2 µL 

untuk PCR. Disimpulkan bahwa spesimen FFPE dapat digunakan untuk mendeteksi 

MSI, namun dengan kondisi optimal yang berbeda dengan spesimen jaringan. DNA 

yang diperlukan dari spesimen FFPE cenderung lebih banyak, yaitu total 40 ng/µL, 

dibandingkan dengan DNA dari jaringan yang total hanya 2 ng/µL. Selain itu, 

waktu injeksi yang diperlukan oleh spesiman FFPE juga hampir dua kali lebih lama 

daripada spesimen jaringan (15 detik dibandingkan dengan 8 detik). 

Kata Kunci : Kanker Kolorektal; MSI; Fragment Analysis. 

 
 

PENDAHULUAN 

Kanker kolorektal merupakan penyakit keganasan yang terjadi di kolon dan rektum 

sebagai bagian dari saluran gastrointestinal (Rompis & Nyoman 2020). Kanker 

kolorektal adalah salah satu kanker dengan angka kematian tertinggi ketiga di dunia 

dan jenis kanker ketiga terbanyak di Indonesia (Sayuti & Nouva 2019). 

Perkembangan kanker kolorektal berkaitan erat dengan faktor-faktor risiko yang 

memengaruhinya dan berdasarkan keterkaitan dengan faktor-faktor risiko tersebut, 

kanker kolorektal dapat dibedakan menjadi kanker kolorektal sporadis dan kanker 

kolorektal herediter (Rompis & Nyoman 2020). 

Kanker kolorektal sporadis merupakan kanker kolorektal yang tidak berkaitan 

dengan aspek genetik akan tetapi kanker ini terbentuk dari beberapa faktor-faktor 

risiko yang dapat dimodifikasi seperti gaya hidup, paparan radiasi, dan lainnya. 

Sedangkan kanker kolorektar herediter merupakan kanker kolorektal yang terjadi 

karena adanya riwayat keluarga sebelumnya atau bersifat diturunkan (Rompis & 

Nyoman 2020). Salah satu penyebab kanker kolorektal pada herediter dan pada 

20% kanker kolorektal sporadis adalah jalur karsinogenik Microsatellite Instability 

(MSI) atau ketidakstabilan mikrosatelit (Kamat et al. 2013). 

Ketidakstabilan ini dipicu karena defisiensi atau rusaknya gen-gen mismatch 

repair (MMR). Berkurangnya jumlah MMR berdampak pada kecenderungan lebih 

tinggi terjadinya akumulasi mutasi yang pada akhirnya berkembang menjadi MSI 

dan menjadi kanker (Kamat et al. 2013). 

Secara molekuler, status MSI dapat diidentifikasi dengan metode PCR 

melalui beberapa penanda MSI yaitu NR-21, BAT-26, BAT-25, NR-24, dan 

MONO-27. Metode PCR digunakan untuk mendeteksi kelima penanda tersebut. 

Ketidakstabilan pada mikrosatelit dapat ditentukan dengan hasil perpitaingan 

panjang pengulangan nukleotida antara sel kanker dan sel normal. Status MSI ini 

dapat diklasifikasikan menjadi 3, yaitu microsatellite stable (MSS), microsatellite 

instability-low (MSI-L), dan microsatellite instability-high (MSI-H). MSS 

ditunjukkan dengan stabilnya penanda mikrosatelit (NR-21, BAT-26, BAT-25, NR-

24, dan MONO-27). Status MSI-H ditunjukkan dengan adanya ketidakseimbangan 

pada penanda 2 atau lebih mikrosatelit (NR-21, BAT26, BAT- 
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25, NR-24, dan MONO-27) sedangkan status MSI-L ditunjukkan dengan 

ditemukannya ketidakstabilan pada salah satu dari 5 penanda mikrosatelit (Baudrin, 

Deleuze, dan How-Kit, 2018) 

Penilaian status MSI secara molekuler pada kanker kolorektal dapat 

menggunakan berbagai jenis spesimen seperti jaringan dan formalin-fixed, paraffin 

embedded (FFPE). Baik fresh frozen tissue maupun FFPE merupakan sumber yang 

sangat berharga dalam studi genetik molekuler (Wang et al. 2013). Salah satu 

manfaat dari spesimem FFPE yang digunakan dalam analisis genomik molekuler 

penyakit kanker yaitu informasi yang didapat lebih akurat karena telah diketahui 

dengan pasti terkait status jaringan tersebut, yaitu benar-benar terdiagnosis kanker. 

Namun, kendalanya adalah kualitas DNA FFPE yang rendah dan telah 

terfragmentasi karena telah melalui proses yang panjang sampai terbentuk FFPE 

sehingga masih perlu diadakan optimasi untuk pemeriksaan menggunakan 

spesimen tersebut (Artha, 2018). Selain spesimen FFPE, spesimen jaringan 

dianggap sebagai spesimen yang ideal untuk analisis ekspresi gen karena kualitas 

DNA nya baik. Namun, spesimen ini memiliki kelemahan yaitu belum diketahui 

secara pasti status jaringannya melalui pemeriksaan histopatologi, apakah jaringan 

normal atau kanker (Artha 2018). 

 

METODE 

Penelitian ini merupakan penelitian observasional deskriptif dengan desain 

eksperimental. Spesimen dalam penelitian ini berupa DNA yang berasal dari 

jaringan dan FFPE kanker kolorektal yang tersimpan di Biorepositori Rumah Sakit 

Kanker Dharmais (RSKD). Penelitian dilaksanakan di laboratorium Biologi 

Molekuler bagian Penelitian dan Pengembangan RSKD pada bulan Januari-Juni 

2022. Ekstraksi DNA jaringan dilakukan sesuai dengan protokol DNeasy Blood & 

Tissue Kit Qiagen (LOT no. 154026204), sedangkan untuk FFPE dilakukan sesuai 

dengan protokol QiAmp DNA FFPE Tissue kit (LOT no. 160021979). Setelah 

ekstraksi maka dilanjutkan dengan tahap PCR menggunakan alat thermal cycler 

Biorad T100 dan sesuai protokol kit Promega MSI Analysis System, Version 1.2 

(Cat no. MD1641). Setelah itu dilanjutkan dengan teknik fragment analysis dengan 

alat ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, California, 

USA). Penelitian ini menggunakan panel lima penanda mikrosatelit, yaitu NR-21, 

BAT-26, BAT-25, NR-24, dan MONO-27. 

Beberapa variasi perlakuan dilakukan untuk melihat ada tidaknya pengaruh 

perlakuan tersebut terhadap hasil fragment analysis. Pertama, dilakukan evaluasi 

apakah perbedaan volum produk PCR mempengaruhi tinggi rendahnya 

elektroferogram pada hasil fragment analysis. Pada tahap ini hanya menggunakan 

DNA jaringan dengan variasi volum 1 μl, 2 μl, dan dilusi 1:5. Jika terdapat 

perbedaan, maka asumsinya demikian juga pada DNA FFPE. Kedua, dilakukan 

elektroforesis terhadap DNA FFPE. Gel agarose yang digunakan adalah 2% dengan 

besar tegangan 100 Volt selama 30 menit. Volum DNA yang digunakan adalah 3 

µl ditambah dengan 1 µl loading dye. Hasilnya dibaca menggunakan Gel Doc 

Biorad. Dalam hal ini, spesimen FFPE yang digunakan berasal dari beberapa 

laboratorium yang berbeda, sehingga proses pembuatan FFPE juga pasti berbeda. 

Oleh karena itu, hal ini dilakukan untuk mengetahui apakah variasi pada 

pemrosesan FFPE akan mempengaruhi kualitas DNA. Ketiga, variasi terhadap 

waktu injeksi pada alat. Waktu injeksi akan berpengaruh terhadap tinggi 
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rendahnya elektroferogram, sehingga optimasi dilakukan untuk memastikan bahwa 

ketinggian elektroforegram tidak melebihi ambang batas namun juga tidak terlalu 

pendek sehingga sulit untuk terbaca dengan jelas, terutama pada penanda penta C 

dan penta D. Data fragment analysis dianalisis menggunakan perangkat lunak 

GeneMapper 4.0 (Applied Biosystems, Foster City, California). 

 

HASIL DAN PEMBAHASAN 

A. Optimasi 

National Cancer Institute (NCI) merekomendasikan penilaian status 

MSI menggunakan PCR dengan panel lima penanda mikrosatelit. Panel dengan 

lima penanda mikrosatelit dianggap sebagai panel gold standard untuk deteksi 

MSI pada kanker (Baudrin, Deleuze, & How-Kit, 2018). Optimasi yang dilakukan 

pada penelitian ini yaitu: 

a. Pengaruh Volum Produk PCR terhadap Hasil Fragment Analysis 

Alat genetic analyzer memiliki batas deteksi yang bervariasi sehingga 

perlu dilakukan optimasi pada volum produk PCR yang digunakan saat melakukan 

fragment analysis. Hal ini dilakukan untuk mengetahui apakah perbedaan volum 

produk PCR dapat memengaruhi gambaran hasil fragment analysis. Variasi volum 

produk PCR yang digunakan untuk pembuatan master mix fragment analysis 

yaitu: pengenceran 1:5, 2 µL, dan 1 µL. Gambaran hasilnya ditampilkan pada 

gambar 1. 

Gambar 1 Hasil fragment analysis (A) dengan input pengenceran 1:5, (B) 

dengan input 2 µL, dan (C) dengan input 1 µL 

(Sumber : Dokumentasi Pribadi) 

Keterangan: 

Peak merah: Internal Lane Standard 600 (ILS 600) 

Peak hitam dan biru (range 160 – 200): Penta C dan penta D 

Berdasarkan gambar 1 dengan kode A, B, dan C didapatkan hasil 
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bahwa penggunaan volum produk PCR dengan pengenceran 1:5 memiliki 

peak yang paling pendek daripada volum lainnya. Penggunaan produk PCR 

sebanyak 1 µL memiliki hasil yang hampir sama dengan 2 µL. Sehingga 

pada penelitian ini deteksi MSI dengan DNA jaringan menggunakan produk 

PCR sebanyak 1 µL dengan pertimbangan untuk efisiensi DNA. 

b. Pengaruh Kualitas DNA dan Waktu Injeksi terhadap Hasil Fragment Analysis 

1) Elektroforesis DNA FFPE 

Untuk menunjang proses analisa oleh patologis, jaringan kanker biasanya 

diawetkan dalam formalin kemudian dibuat preparat berupa formalin-fixed 

and paraffin-embedded (FFPE). Salah satu manfaat dari sampel FFPE yang 

digunakan dalam analisis genomik molekuler penyakit kanker yaitu informasi 

yang didapat lebih akurat karena telah diketahui dengan pasti terkait status 

jaringan tersebut, yaitu benar-benar terdiagnosis kanker (Artha 2018). Proses 

pengawetan jaringan kanker menggunakan formalin bertujuan untuk 

meningkatkan waktu simpan jaringan kanker (Budiarto, 2018). Namun 

demikian jika digunakan untuk pemeriksaan molekuler, DNA yang berasal dari 

spesimen FFPE memiliki kualitas yang rendah dan telah terfragmentasi. 

Gambar 2 adalah hasil elektroforesis DNA yang diekstraksi dari spesimen 

FFPE. 
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Gambar 2 Hasil elektroforesis DNA FFPE (A) DNA FFPE sampel kode LK 

dan SN (B) DNA FFPE sampel kode KS, AR, LK, NG, ES, dan TI 

(Sumber : Dokumentasi Pribadi) 

 

Berdasarkan gambar 2, hasil elektroforesis tidak menunjukan adanya pita 

tunggal dan hanya terbentuk smear yang berupa bayangan berwarna putih. Sampel 

dengan kode LK, tidak menunjukkan adanya smear sekalipun, padahal pada 

sampel lainnya masih terlihat adanya smear. 

DNA yang tidak tampak sebagai pita tunggal berarti menunjukkan bahwa 

DNA tersebut mengalami fragmentasi (‘Aliyah et al. 2016). DNA yang utuh (tidak 

terfragmentasi) ditandai dengan tidak adanya smear (berbayang), pita terlihat tebal 

dan jelas (Novitasari, Elvyra & Roslim, 2014). Berdasarkan analisis secara 

kualitatif ini terlihat bahwa DNA FFPE memiliki kualitas yang kurang baik untuk 

digunakan dalam pemeriksaan molekuler. Meskipun begitu, mikrosatelit 

merupakan sekuen yang sangat pendek sehingga cukup dengan DNA yang 

berukuran pendek, namun jika sangat pendek maka MSI juga tidak akan terbaca. 

Namun demikian, FFPE  memiliki kualitas yang berbeda-beda, 
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karena proses pemrosesan FFPE juga berbeda-beda. 

Beberapa hal yang dapat memengaruhi kualitas DNA dari FFPE adalah 

jenis larutan fiksatif yang digunakan dan durasi waktu saat melakukan fiksasi. 

Proses fiksasi merupakan hal yang harus dilakukan dalam pembuatan FFPE yang 

bertujuan untuk mempertahankan sel dan komponen jaringan seperti aslinya 

(Musyarifah & Agus, 2018). Pada saat pembuatan FFPE, tahapan fiksasi dapat 

sangat memengaruhi kualitas DNA. Hingga saat ini, eksplorasi terkait proses 

fiksasi yang baik untuk mempermudah pengamatan patologis sekaligus untuk 

analisis molekuler masih terus dilakukan. Durasi waktu dalam melakukan fiksasi 

juga menjadi hal yang sangat krusial. Durasi fiksasi yang terlalu singkat dapat 

membuat penetrasi larutan fiksatif belum maksimal sehingga makromolekul 

dalam jaringan tidak terpreservasi secara baik. Sedangkan durasi fiksasi yang 

terlalu lama dapat menyebabkan cross-linking yang parah sehingga proses 

ekstraksi DNA akan menjadi semakin sulit (Artha, 2018). 

Penilaian kualitas DNA secara kualitatif dengan teknik elektroforesis 

sangat menentukan tingkat keberhasilan deteksi MSI. Telah dilakukan fragment 

analysis terhadap sampel kode LK dan KS. Sampel dengan kode LK merupakan 

sampel dengan hasil elektroforesis yang tidak terlihat sama sekali adanya pita, 

sedangkan sampel dengan kode KS memiliki hasil elektroforesis dengan pita 

smear. Berikut hasil fragment analysis dari dua sampel tersebut. 
 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

Gambar 3 Hasil fragment analysis DNA FFPE (A) spesimen dengan 

kode LK dan (B) spesimen dengan kode KS 

Keterangan: 

Peak merah: Internal Lane Standard 600 (ILS 600) 

Peak hitam dan biru (range 160 – 200): Penta C dan penta D 

 

Berdasarkan gambar 3 didapatkan hasil bahwa gambaran fragment analysis 

DNA FFPE dari sampel KS yang memiliki pita elektroforesis smear lebih baik 

daripada sampel LK yang tanpa pita elektroforesis. Hal ini menunjukkan bahwa 

deteksi MSI sebetulnya dapat dilakukan pada DNA yang terfragmentasi, namun 

jika ukuran fragmen DNA terlalu pendek atau bahkan tidak ada DNA maka deteksi 

MSI tidak lagi dapat dilakukan. 

A 
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2) Pengaruh Waktu Injeksi 

Waktu injeksi merupakan parameter penting yang dapat memengaruhi hasil 

fragment analysis. Waktu injeksi yang direkomendasikan adalah 3-22 detik. Pada 

penelitian ini dilakukan optimasi untuk DNA FFPE dengan menggunakan dua 

waktu injeksi yang berbeda yaitu, 8 detik dan 15 detik. Berikut ini adalah hasil 

fragment analysis dengan waktu injeksi 8 detik dan 15 detik. 

 

Gambar 4 Hasil fragment analysis (A) waktu injeksi 8 detik dan (B) 
waktu injeksi 15 detik 

Keterangan: 

Peak merah: Internal Lane Standard 600 (ILS 600) 

Peak hitam dan biru (range 160 – 200): Penta C dan penta D 

Berdasarkan gambar 4 didapatkan hasil bahwa deteksi MSI dengan waktu 

injeksi 15 detik lebih memberikan gambaran yang jelas daripada dengan 

menggunakan waktu 8 detik. Hal ini dapat terjadi karena dengan waktu injeksi 

sampel yang lebih sedikit (8 detik) sinyal terlalu lemah (Applied Biosystem, 

USA). Penambahan waktu injeksi menjadi 15 detik memberikan hasil peak dengan 

gambaran yang jelas dan tidak terbentuk noise yang mengganggu analisis (Westen 

et al. 2009). Berdasarkan hal tersebut, kondisi optimal deteksi MSI dengan DNA 

FFPE yaitu dengan menggunakan waktu injeksi 15 detik. 

 

B. Kondisi Optimum Fragment Analysis Menggunakan DNA dari Spesimen 

Jaringan dan FFPE 

Konsentrasi DNA yang digunakan dalam penelitian ini adalah 2 ng untuk 

DNA jaringan dan 20 ng untuk DNA FFPE. Penggunaan DNA dalam konsentrasi 

berlebihan dapat menghasilkan peak yang terlalu tinggi sehingga melebihi 

jangkauan deteksi linier dari alat, sedangkan penggunaan konsentrasi DNA yang 

tidak mencukupi dapat menghasilkan peak yang terlalu pendek (Promega, 2012). 

Penggunaan DNA FFPE sebanyak 20 ng didasari alasan bahwa DNA FFPE 

memiliki kualitas yang rendah dan sangat terfragmentasi. Volum DNA jaringan 

dan DNA FFPE yang digunakan adalah sama, yaitu 2 µL, sehingga total 

konsentrasi DNA masing-masing menjadi 4 ng untuk DNA 

A 

B 
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jaringan dan 40 ng untuk DNA FFPE. 

Setelah dilakukan proses amplifikasi PCR menggunakan thermal cycler 

Biorad, hasil produk PCR dianalisis menggunakan fragment analysis. Waktu 

injeksi yang digunakan untuk deteksi MSI dari DNA jaringan adalah 8 detik, 

sedangkan untuk DNA FFPE adalah 15 detik. Berikut hasil fragment analysis dari 

sampel pada kondisi tersebut. 
 

Gambar 5 Hasil fragment analysis (A) DNA spesimen jaringan kode KS dan 

(B) DNA spesimen FFPE kode KS 

(Sumber : Dokumentasi Pribadi) 

Keterangan: 

Peak merah: Internal Lane Standard 600 (ILS 600) 

Peak hitam dan biru (range 160 – 200): Penta C dan penta D 

Berdasarkan gambar 5 dapat disimpulkan bahwa pemeriksaan MSI dapat 

dilakukan dengan menggunakan DNA yang berasal dari jaringan maupun FFPE, 

namun DNA jaringan dapat memberikan gambaran hasil yang lebih baik daripada 

DNA FFPE. Hal ini disebabkan jaringan memiliki kualitas DNA yang lebih baik 

daripada FFPE (Artha, 2018). Namun demikian, gambaran hasil fragment analysis 

dari DNA FFPE juga masih dapat terbaca dengan jelas dan dapat diinterpretasikan 

hasil status MSI-nya. Meskipun begitu, memang pemeriksaan status MSI 

menggunakan spesimen FFPE akan membutuhkan DNA dengan konsentrasi yang 

lebih tinggi serta waktu injeksi yang lebih lama daripada DNA jaringan. 

 

C. Kesalahan saat melakukan fragment analysis 

a. Sizing yang gagal 
Sizing gagal biasanya diberi keterangan “No sizing data”, dan ditandai juga 

dengan simbol octagon merah pada sizing quality. Kegagalan ini dapat disebabkan 

karena gagalnya proses injeksi atau tidak adanya sampel yang masuk 
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ke dalam well (genemapper, 2016). Sizing yang gagal dapat dilihat pada gambar 

berikut. 

 
Gambar 6 Hasil fragment analysis dengan “No Sizing” 

(Sumber : Dokumentasi Pribadi) 

b. Terdapat Peak pada NTC 

Non template control atau NTC merupakan kontrol yang yang tidak berisi 

sampel DNA melainkan berisi nuclease free water (NFW) (Pastore & Del Vaglio, 

2015). NTC merupakan kontrol yang digunakan untuk mengetahui ada tidaknya 

kontaminasi pada sampel yang dikerjakan. Gambaran hasil dengan NTC yang 

terdeteksi dapat dilihat pada gambar dibawah ini. 

 
Gambar 7 Hasil fragment analysis dengan NTC yang terdeteksi 

(Sumber : Dokumentasi Pribadi) 

 

Pada gambar 7 di dapatkan hasil NTC terdeteksi oleh alat. Hal ini 

menandakan adanya kemungkinan kontaminasi selama pengerjaan atau kontaminasi 

pada reagen yang digunakan sehingga hasil tidak diterima atau tidak valid (invalid). 

 

SIMPULAN 

Faktor-faktor yang dapat memengaruhi hasil deteksi MSI dengan teknik fragment 

analysis adalah jenis sampel, kualitas DNA, dan waktu injeksi. Sampel jaringan 

menunjukkan gambaran hasil fragment analysis yang lebih baik daripada sampel 

FFPE. Namun, sampel FFPE tetap masih dapat digunakan untuk deteksi MSI 

dengan kondisi optimum tertentu. Kondisi optimal deteksi MSI menggunakan DNA 

dari jaringan yaitu dengan waktu injeksi 8 detik dan menggunakan DNA dengan 

konsentrasi 2 ng sebanyak 2 µL. Sedangkan kondisi optimal deteksi MSI 

menggunakan DNA dari FFPE yaitu dengan waktu injeksi 15 detik dan 

menggunakan DNA dengan konsentrasi 20 ng sebanyak 2 µL. 
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