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ABSTRAK 

Kajian ini elijalankan untuk mengenalpasti mutasi yang berlaku pada gen H-Ras eli dalam 

sampel kanser mulut pesakit yang menjalani rawatan di Hospital Universiti Sains 

Malaysia (HUSM), Kelantan. Gen Ras yang berfungsi sebagai suis molekular eli dalam 

pelbagai jenis isyarat tranduksi telah dikenalpasti sebagai faktor pertumbuhan dan 

pembentukan tumor manusia. Mutasi yang menyebabkan kanser mulut telah dilaporkan 

berlaku pada kodon 12 dan kodon 61 gen H-Ras. Kaedah yang telah digunakan 

mengenalpasti mutasi yang berlaku adalah tindakbalas berantai polimerase (peR) untuk 

mengamplifkasi gen H-Ras dan teknik fragmen pemotongan pemanjangan polirnorfisma 

(RFLP) dengan menggunakan dua jenis enzim pembatasan iaitu enzim MspJ dan enzirn 

BstN 1 untuk mernotong pada tapak pengenalan spesiflk. Kedua-dua teknik ini telah 

berjaya mencapai objektif kajian ini untuk mengenalpasti mutasi yang berlaku. Sebanyak 

20 sampel DNA pesakit kanser mulut telah digunakan di dalam kajian ini. Hasil daripada 

kajian ini menunjukkan sebanyak 2 daripada 20 sampel telah mengalami mutasi pada 

kodon 12 iaitu mutasi jenis heterozigus dan tiada sampel yang mengalami mutasi pada 

kodon 61. Kajian ini tidak dapat menyimpulkan bahawa gen H-Ras samada memain atau 

tidak memainkan peranan dalam pembentukan kanser mulut kerana faktor lain seperti 

persekitaran juga terlibat dalam pembentukan kanser mulut. Kajian lanjut juga harus 

dilakukan dengan menggunakan saiz sampel yang lebih besar bagi mendapatkan 

keputusan yang lebih jitu. 
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ABSTRACT 

This study was done to identify the presence of mutation of H-Ras gene in oral cancer 

patients who underwent surgery at Hospital Universtiti 8ains Malaysia (HU8M), 

Kelantan. Ras gene which functions as a molecular switch in a large network of signaling 

pathways, have been recognized as a major etiological factor for the initiation and the 

development of human tumors. Mutations of H-Ras gene in oral cancer have been 

reported occurred at codon 12 and codon 61. Technique that have been used were 

polymerase chain reaction (peR) to amplify the H-Ras gene and restriction fragment 

length polymorphisms (RFLP) used two different types of restriction enzymes which are 

Mspl and BstNl to cut DNA at specific recognition site. These two techniques have 

achieved the objective of study to identify the presence of mutation. A total of twenty 

DNA samples from oral cancer patients were studied and showed that only 2 out of 20 

samples were diagnosed to have mutation at codon 12. Meanwhile, none of the samples 

were diagnosed to have mutation at codon 61. In this study, mutation at H-Ras gene 

cannot be concluded as a factor of development of oral cancer because there is another 

factor such as environment factor that plays important role in development of oral cancer. 
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BABl 

PENDAHULUAN 

Kanser mulut merupakan kanser yang biasa menyerang manusia dan merupakan masalah 

kesihatan utama di kebanyakan negara-negara membangun yang boleh membawa maut. 

Pada tabun 1990, sebanyak 306 000 kes barn kanser mulut dilaporkan seluruh dunia dan 

2/3 daripadanya berlaku di negara-negara membangun. Di negara-negara Barat kadamya 

hanya 2-4% sahaja tetapi kadar tertinggi adalah dilaporkan di kebanyakan negara Asia 

Selatan seperti India dan Sri Lanka, iaitu sebanyak 40% daripada kes-kes yang dilaporkan 

(Warnakulasurya et aI, 2002). Pada tahun 2000, data yang dikeluarkan oleh Pertubuhan 

Kesihatan Sedunia (WHO) menunjukkan bahawa karsinoma sel skuamos (SeC) di dalam 

kaviti mulut merupakan kanser yang kelapan menyerang manusia di seluruh dunia (Wan 

et aI, 2004). Menurut Lim (2002), kanser mulut merupakan punca kematian keempat di 

Malaysia. Dianggarkan kira-kira 30,000 kejadian kanser berlaku setiap tahun. 

Di Malaysia, data Kementerian Kesihatan Malaysia menunjukkan insiden kanser 

mulut di kalangan lelaki lebih tinggi iaitu 5.2 bagi setiap 100,000 penduduk berbanding 

hanya kes 4 kes bagi 100,000 penduduk bagi wanita. Kaum India disahkan paling rarnai 

mengidap kanser mulut, diikuti kaum Bumiputera di Sabah dan Sarawak berbanding 
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kaum Melayu dan Cina Kanser mulut menduduki tangga yang kesepuluh di dalam carta 

kanser di negara ini yang menyebabkan 7% kematian akibat kanser ini (Bee et ai, 2001). 

Kanser mulut merupakan kanser yang berlaku di dalam kaviti mulut. Kanser ini 

mempunyai beberapa jenis termasuklah kanser bibir, lidah, lantai mulut, farinks, tekak, 

lelangit dan tonsil. Sel kanser mulut merebak mengikut aliran sistem limfa dan boleh 

menyerang nodus limfa pada leher, mengakibatkan kemunculan benjolan atau bengkak 

pada leher yang akan menyebabkan kematian di mana kadar kematian manjadi tinggi iaitu 

sebanyak 50-70% (Shetty, 2004). 

Tiga faktor risiko utama yang boleh menyebabkan kanser mulut iaitu tabiat 

merokok, terlalu banyak meminum alkohol dan memakan sirih (Ogden et ai, 1991). Asap 

rokok dan alkohol berlebihan boleh menyebabkan masalah di kaviti mulut yang boleh 

terjadi pada bahagian bibir, dinding dalam pipi, kelenjar liur, lelangit keras, lelangit 

lembut, lantai mulut iaitu pada bahagian di bawah mulut, gusi, lidah dan tonsil. Faktor 

lain yang boleh menyumbang kepada kanser mulut ialah jangkitan virus papilloma 

manusia, tetapi jarang berlaku. Selain daripada itu kebanyakan daripada karsinogenesis 

kaviti mulut adalah bahan kimia, radiasi dan agen mutasi yang menyebabkan perubahan 

genetik dan struktur kromosom dengan cara mutasi titik, pemotongan dan penyusunan 

semula gen (Odgen et ai, 1991). 

Terdapat beberapa teknik untuk mengesan mutasi yang telah digunakan oleh 

penyelidik-penyelidik. Antaranya adalah tindakbalas berantai polimerase (PCR), 
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polimorfisma kepastian bebenang tunggal (SSCP) dan fragmen pemanjangan pemotongan 

polimorfisma (RFLP) dimana tumor dikenalpasti hasil daripada mutasi titik pada gen H-

Ras (Anderson et aI, 1994). RFLP merupakan satu teknik di mana suatu sampel dapat 

dibezakan melalui analisa fragmen berlaku akibat pemotongan DNA menggunakan enzim 

pembatasan, yang hanya memotong jujukan molekul DNA yang spesifik. Enzim 

pembatasan kemudiannya akan memisahkan DNA berdasarkan saiz dengan menggunakan 

gel elektroforesis poliakrilamida (pAGE). 

H-Ras atau Harvey-Ras adalah ahli di dalam famili Ras. Famili protoonkogen Ras 

mengandungi tiga jenis gen; Neuroblastoma-Ras (N-ras) , Harvey-Ras (H-Ras) dan 

Kirsten-Ras (K-Ras) yang terletak masing-masing pada kromosom 1, 11 dan 12. ketiga-

tiga gen ini memainkan peranan penting dalam pertumbuhan dan pembezaan sel. Famili 

Ras mengekodkan protein bermembran yang dikenali sebagai p21 ras, mempunyai aktiviti 

GTPase dan terlibat dan isyarat tranduksi. Gen H-Ras terletak kedudukan 13.1 lengan q 

pada kromosom 11. Gen Ras mengandungi empot pengekod ekson yang mengekodkan 

protein pengikat-membran, p21 yang mempunyai aktiviti GTPase dan terlibat dalam 

aktiviti transduksi isyarat (Yoo dan Robinson, 2000). Gen H-Ras adalah ahli kepada kelas 

gen yang dikenali sebagai protoonkogen. Protoonkogen adalah gen yang hadir di dalam 

sel normal yang terlibat dalam pengawalan pertumbuhan sel, pembezaan dan pembiakan. 

Gen Ras ditukarkan menjadi onkogen yang aktif dengan mutasi titik pada kodon 12, 13 

atau 61. Gen Ras adalah paling biasa dikesan di dalam kanser manusia. Apabila mutasi, 

onkogen ini mempunyai potensi untuk menukarkan sel yang normal menjadi sel kanser 

(Suzen dan Parry, 1998). 
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Penemuan pertama onkogen Ras sebagai jujukan transformasi VIruS sarkoma 

murin Harvey dan Kirsten. Mekanisma pengaktifan onkogen Ras adalah secara mutasi 

titik di mana mutasi ini membawa kepada pertukaran proto-onkogen kepada onkogen dan 

menyebabkan pembangunan kanser melalui siri yang rumit. Pengaktifan mutasi 

menyebabkan pengurangan terhadap fungsi aktiviti protein p21 ras intrinsik GTPase yang 

membawa kepada pertambahan kadar pertwnbuhan sel. Di dalarn kajian terdahulu, 

pengaktifan protoonkogen Ras yang berlaku secara semulajadi dan di dapati bahawa 

mutasi berlaku pada kodon 12, 13 dan 61 (Micheal et ai, 2002; Wan et ai, 2004; Grendys 

et ai, 1997; Das dan Nagdal, 2000; Yoo dan Robinson 2000). Selain itujuga, kajian yang 

lain menyatakan kumpulan famili onkogen ini, berlaku ekspresi Ras berlebihan di dalam 

kanser mulut. Mengikut kajian Williams (2000), mutasi pada H-Ras adalah kurang 

berlaku di barat di mana hanya 5% daripada keseluruhan kes. Sebaliknya, mutasi pada 

gen H-Ras berlaku di Asia adalah tinggi berbanding di Barat iaitu sebanyak 35% daripada 

keseluruhan kes kanser mulut. 

Objektif kajian ini adalah untuk:-

1. Mengamplifikasi gen H-Ras di dalam genomik DNA pesakit kanser mulut 

menggunakan kaedah tindakbalas berantai polimerase (peR) 

2. Mengenalpasti mutasi pada gen H-Ras di dalam kanser mulut menggunakan 

teknik fragmen pemanjangan pemotongan polimorfisma (RFLP) 
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BAB2 

KAJIAN LITERATUR 

2.1 Kaoser 

Kanser merupakan kumpulan penyakit yang terdiri daripada pelbagai manifestasi antara 

interaksi tisu dengan jenis sel di dalam tubuh manusia (Coleman et aI, 2002). Secara 

umumnya, kanser terbentuk hasil daripada pengumpulan perubahan genetik dan diikuti 

dengan evolusi kIonal (Das dan Nagdal, 2002). Semua sel kanser mempunyai dua ciri 

asas iaitu pertumbuhan sel yang tidak normal dan metastasis. Di dalam sel normal, 

pertumbuhan sel adalah dikawal oleh gen yang diekspreskan pada masa dan tempat yang 

sesuai. Namun, di dalam sel kanser, mutasi yang berlaku pada gen atau gen tersebut 

diekspreskan pada waktu yang tidak sesuai dan pengekspresan gen adalah berterusan 

tanpa henti. 

Sejak 30 tahun dahulu, saintis telah menemui bahawa kanser adalah suatu 

penyakit genetik, di mana dua jenis gen iaitu gen penindas tumor dan onkogen 

bertindakbalas yang menyebabkan pertumbuhan tidak terkawal dan akhirnya kanser 

berlaku. Tambahan pula, dengan siapnya Projek Genom Manusia, telah memberi banyak 
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maklumat mengenai mutasi yang menjadi penyebab sel manjadi kanser. Selain itu, 

pemahaman mengenai kanser sebagai penyakit genetik telah membawa kepada kepada 

penemuan rawatan gen spesifik. Sesetengah saintis pula menjangkakan terapi gen akan 

dapat menggantikan kemotempi dalam masa 25 tahun akan datang (Klug et aI, 2004). 

Pengubahsuaian genetik yang mempunyai kaitan dengan kanser adalah seperti 

penggantian nukleotida tunggal, penyusunan semula kromosom, amplifikasi kromosom 

dan pemotongan kromosom. Namun, tidak seperti penyakit genetik lain, kanser adalah 

disebabkan mutasi yang seringkali berlaku pada sel somatik (Klug et ai, 2004). 

2.2 Kanser Mulut 

Kaviti mulut merupakan bahagian mulut yang merangkumi bibir, lidah, lelangit atas, 

lelangit bawah, gusi dan farinks. Pada bahagian ini, kelenjar liur pada kaviti mulut 

menghasilkan air liur untuk melembabkan mulut. Kanser mulut termasuklah kanser pada 

bibir, lidah, mulut dan farinks. Kim-kira 3% kejadian kanser mulut boleh berlaku dan 

1.6% menyebabkan kematian di seluruh dunia (Shetty, 2004). 

Seperti organ bahagian tubuh yang lain, kaviti mulut terdiri daripada pelbagai 

jenis sel. Sel yang sentiasa membahagi akan menghasilkan lebihan tisu yang dikenali 

sebagai tumor. Tumor ini dapat dikelaskan kepada dua jenis iaitu benigna dan malignan. 

Tumor benigna bukan sel kanser di mana sel ini dapat dikeluarkan dan tidak membahagi 

lagi melalui pembedahan. Tumor benigna ini tidak merebak ke bahagian tubuh yang lain. 

Jenis tumor yang kedua adalah tumor malignan yang menyebabkan sel ini akan merebak 
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dan merosakkan tisu dan organ yang berdekatan dengannya. Sel kanser ini akan merebak 

dan seterusnya memasuki sistem limfa. Kemasukan sel kanser ke dalam sistem limfa akan 

membentuk tumor peringkat sekunder di dalam bahagian tubuh yang lain. Perebakan sel 

kanser ini dikenali sebagai metastasis. 

Jenis kanser mulut yang biasa adalah dari jenis skuamos. Sel ini membentuk lebih 

daripada 90% tumor di dalam kaviti mulut. Lebih daripada 100 jenis kanser mulut 

terbentuk pada pelbagai jenis organ di dalam badan. Setiap organ mengandungi pelbagai 

jenis tisu dan kanser kebiasaannya terbentuk di antara tiga jenis tisu iaitu tisu epitelial, 

tisu penghubung dan tisu darah. Di dalam kanser mulut, jenis sel yang mengalami kanser 

adalah sel skuamos karsinoma. Sel skuamos ini adalah leper dan saiznya seperti sel yang 

terdapat pada tisu epitelial (King, 2000). 

2.3 Simptom Awal Kanser Mulut 

Tanda-tanda awal kanser mulut adalah Iesi putih (leukoplakia), lesi merah (erittroplakia) 

iaitu mempunyai warna merah terang dan licin, gabungan lesi putih dan merah, luka pada 

bibir yang sukar sembuh, mulut kerap berdarah, gigi bergoyang, terasa sakit setiap kali 

menelan makanan, lidah dan anggota lain dalam mulut terasa kebas, terdapat benjolan 

pada leher, rahang menjadi bengkak, sakit telinga dan lesi putih. Lazimnya tanda-tanda 

ini bersifat benigna iaitu sel tidak normal dan tidak berbahaya tetapi boleh berubah 

menjadi malignan kanser (Norlaila, 2006) 
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2.4 Faktor Peoyebab Kanser Mulut 

Terdapat beberapa faktor penyebab berlakunya kanser mulut. Namun, tiga faktor risiko 

utama yang boleh menyebabkan kanser mulut adalah tabiat merokok, terlalu banyak 

meminum alkohol dan memakan sirih. Faktor lain yang boleh menyumbang kepada 

kanser lulut iaitu jangkitan virus papilloma manusia, tetapi ianya jarang berlaku (Dafna, 

2001). Selain itu, amalan lama sesetengah orang tua, terutama wanita India, yang suka 

memakan sirih juga boleh meningkatkan risiko mendapat kanser mulut. Memakan sirih 

tanpa tembakau adalah racun dan boleh menyebabkab kanser mulut berlaku. Amalan 

memakan sirih bercampur kapur, pinang dan sedikit tembakau wujud di Inida, Pakistan, 

Bangladesh, Sri Lanka, Thailand, Kemboja, Malaysia, Indonesia, China dan Papua New 

Guinea. 

Rokok tembakau mengandungi lebih kurang 70 bahan penyebab kanser. Apabila 

perokok merokok, bahan kimia tersebut akan mengalir ke pam-pam melalui mulut dan 

merebak ke seluruh tubuh badan. Saintis juga telah membuktikan dalam beberapa siri 

kajian bahawa bahan kimia ini dapat merosakkan DNA dan menukarkan gen yang 

penting. Selain daripada itu, kekurangan diet terutamanya vitamin A, vitamin C, vitamin 

E, besi, folat dan beberapa unsur surih yang terdapat di dalam makanan juga dikaitkan 

kepada peningkatan risiko mendapat kanser mulut. Agen-agen kimia pada persekitaran, 

radiasi dan virus juga adalah faktor utama berlakunya beberapa kanser pam-pam dan 

mulut (Dafua, 2001). 
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2.5 Pembentukan Kaoser Mulut 

Pembentukan kanser mulut merupakan suatu proses yang rumit dan berperingkat-

peringkat di mana sel kanser menjadi semakin malignan, membahagi secara cepat dan 

tidak teratur (Shetty, 2004). Proses ini membawa kepada gangguan laluan regulator 

normal yang mengawal pembahagian, pembezaan sel dan apoptosis. Pembentukan kanser 

mulut melalui pelbagai proses di antara enam hingga sepuluh proses genetik yang 

membawa kepada karsinogenesis mulut. Perubahan genetik yang berlaku semasa proses 

pembentukan kanser tennasuklah mutasi titik, amplifikasi, pengubahsuaian dan 

pemotongan (William, 2000). 

Di dalam proses ini berlaku perubahan genetik yang mengubah fungsi nonnal 

onkogen dan gen penindas tumor (perry, 1999). Apabila satu sel kanser menjadi tumor 

atau membahagi secara tidak nonnal, sel tersebut akan sentiasa membahagi dan membeza 

sehingga meningkatkan populasi sel kanser (Shetty, 2004). Proses ini juga menyebabkan 

peuingkatan penghasilan faktor pertumbuhan atau bilangan reseptor pada pennukaan sel, 

meningkatkan keupayaan isyarat dalaman sel dan penghasilan faktor transkripsi (William, 

2000). Di dalam kasner mulut, sel-sel kanser adalah kurang stabil berbanding sel nonnal. 

Ketidakstabilan bahan genetik telah meningkatkan kadar mutasi, pembezaan sel dan 

akhimya kepada pembentukan kanser mulut malignan (perry, 1999). 

Peringkat akhir pembentukan kanser mulut adalah metastasis. Metastasis adalah 

satu siri pembentukan yang kompleks di mana sel kanser mulut akan menceroboh tisu 
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yang bersebelahan. Apabila sel kanser mulut mula merebak, biasanya akan menyerang 

sistem limfa. Sel kanser yang memasuki aliran ini akan dibawa oleh limfa iaitu sejenis 

cecair tidak berwarna di dalam tubuh manusia. Sel kanser ini kemudiannya akan 

menyerang nodus limfa pada bahagian leher dan bahagian tubuh yang lain (Norlaila, 

2004). 

2.6 Protoonkogen dan Onkogen 

Pada tahun 1989, 1. Michael Bishop dan Harold Varmus telah menerima Hadiah Nobel 

kerana penglibatan mereka dalam penemuan protoonkogen dan potensinya untuk bertukar :r: 
<:( 
co 

menjadi onkogen penyebab kanser (Gupta dan Jangir, 2003). Protoonkogen adalah gen (.:;j 
2« 

yang hadir di dalam sel nonnal, mengawal pertumbuhan sel, pembezaan, pembahagian sel ~ ~ 
t;< 

dan terlibat dalam transformasi neoplastik jika gen ini ditukar secara kuantitatif atau ~ :E 
wt:: 

kualitatif (Woolf, 2000; Suzen dan Parry, 2001). KawaIan pertumbuhan homeostatik dan 

pembezaan di dalam populasi sel menyebabkan berlaku interaksi di antara penggalakan 

pertumbuhan sel dikenali sebagai protoonkogen dengan perencatan pertumbuhan sel yang 

dikenali sebagai gen penindas tumor (Woolf, 2000). 

Menurut Jie Xu et a1 (1998), interaksi antara onkogen aktif dan mutasi terhasil 

daripada kehilangan fungsi gen penindas tumor yang muncul untuk membawa sel normal 

kearah pertumbuhan sel yang tidak dikawal. Gen yang menghasilkan protein ini telah 

ditemui sebagai suatu yang penting kepada isyarat pertumbuhan sel normal dan ekspresi 

berlebihan atau mutasi yang membawa kepada pertumbuhan tidak terkawal dan penyebab 

Q.. CI'l 
~ 
L.I.I 
2 
!5 
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