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ABSTRAK

Kanker serviks disebabkan oleh Human Papilloma Virus (HPV) beresiko tinggi tipe 16 dan
18 yaitu virus yang mampu menginvasi sel skuamosa yang terdapat pada serviks manusia. HPV
yang menginfeksi serviks akan mengekspresikan protein E6 yang mampu menonaktifkan protein
P53. siRNA (small interfering ribonucleic acid) E6 merupakan suatu RNA yang mampu
menghambat aktivasi protein E6 di dalam tubuh secara spesifik. Mekanisme molekular yang terli-
bat dalam prevensi adalah inhibisi yang dilakukan oleh siRNA terhadap protein E6 diharapkan
mampu mengendalikan proliferasi sel kanker serviks dengan efek samping yang rendah pada sel
normal. Penelitian ini bertujuan untuk mengetahui efek siRNA pada sel kanker serviks (HeLa Cell
line) dengan mengamati kadar protein telomerase dan menghitung dosis optimum siRNA E6
dalam menghambat proliferasi sel kanker leher rahim. Desain penelitian yang digunakan adalah
menyintesis SIRNA E6 dan mengkonjugasikanya kedalam sel HelLa menggunakan
Lipofectamine™2000 dengan dosis 0 ug sebagai kontrol dan 0,5 ug, 1 ug, dan 2ug sebagai
perlakuan. Hasil perlakuan akan diamati menggunakan immunositokimia untuk melihat kadar
kualitatif protein telomerasenya. Purifikasi dan identifikasi antibodi telomerase menggunakan
metode Western Blotting dan ELISA. Hasil dari imunositokimia menunjukkan bahwa peningkatan
jumlah sel HeLa yang terpulas coklat berbanding lurus dengan peningkatan dosis siRNA E6. Kes-
impulan dari penelitian ini adalah siRNA E6 mampu ekspresi protein E6 pada kultur sel kanker
serviks.
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ABSTRACT

Human cervical cancer is caused by high-risk types of human papillomavirrus such as
HPV types 16 and 18 that capable of invading squamous cells in human cervical. Results of infec-
tion will express the E6 protein that can disable the P53 protein. E6 SIRNA (small interfering ribo-
nucleic acid) is RNA that capable to inhibit activation of E6 protein in the body specifically. The mo-
lecular mechanism is done by the siRNA inhibition of the E6 protein that expected to control prolif-
eration of cervical cancer cells with low side effects on normal cells. This study aims to determine
the effect of SIRNA on cervical cancer cells (HeLa cell line) by observing the telomerase protein
content and measure the optimum dose of E6 siRNA inhibits proliferation of cancer cells. The de-
sign study is to synthesize and conjugate the E6 siRNA into HeLa cells using Lipofectamine™2000
with doses of 0 mg as the control and 0.5 mg, 1 mg, and 2ug as treatment. Results of treatment
will be observed using immunocytochemistry to look at the qualitative level of telomerase protein.
Purification and identification of telomerase antibody are using Western Blotting and ELISA. Re-
sults of immunocytochemistry showed that the increase in the number of HeLa cells were smeared
chocolate is directly proportional to the increase in dose of siRNA E6. The conclusion is the E6
SiRNA capable in expression of E6 protein in cervical cancer cell cultures.
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1. PENDAHULUAN

Kanker leher rahim atau kanker
serviks merupakan penyakit keganasan pa-
da wanita terbanyak ketiga di dunia, dan
merupakan keganasan penyebab kematian
terbanyak kedua di negara-negara berkem-
bang. Di Indonesia sendiri, kanker serviks
merupakan pembunuh nomor satu akibat
keganasan dengan presentase 25,91% dari
seluruh kanker'.Terdapat peningkatan in-
sidensi kanker serviks dari 378.000 kasus
per tahun pada tahun 1980 menjadi 454.000
kasus per tahun pada tahun 2010 (tingkat
pertumbuhan jumlah kasus 0,6% tiap tahun).
Angka kematian di negara-negara berkem-
bang pada tahun 2010 adalah 200.000 jiwa,
46.000 di antaranya ada dalam rentang usia
15-49 tahun dan 106.000 lainnya berusia 50
tahun ke atas2.

Human Papiloma Virus  (HPV)
diketahui merupakan penyebab absolut dari
kanker serviks. HPV mampu menginvasi
jaringan epitel sel skuamosa yang terdapat
pada serviks manusia. Terdapat dua tipe
HPV, low-risk HPV dan high-risk HPV. High-
risk HPV (strain HPV16 & HPV18) merupa-
kan penyebab kanker serviks manusia yang
utama®. HPV yang menginvasi sel serviks,
akan menghasilkan protein E6, di mana pro-
tein ini mampu menon-aktifkan aktivitas pro-
tein pd3 sebagai regulator pembelahan sel
dan meningkatkan ekspresi hTERT telomer-
ase (human telomerase reverse transcrip-
tase) yang dapat mengubah sel menjadi
immortal*. Kombinasi regulasi E6 terhadap
hTERT telomerase menyebabkan tingkat
keganasan yang tinggi dan menyulitkan
pengobatan pada kanker serviks. Pen-
gobatan kanker yang sekarang banyak dit-
erapkan antara lain kemoterapi, radioterapi
dan pembedahan. Akan tetapi radiasi dan
kemoterapi memiliki efek samping meru-

gikan terhadap sel normal dan sehat.
Penyebaran jaringan kanker atau metastasis
juga merupakan penyulit dalam pem-
bedahan, sehingga pengangkatan seluruh
organ genitalia kerap kali dilakukans- Hal ini
mengindikasikan pentingnya adanya suatu
innovasi terapi yang mampu menghentikan
kanker serviks, namun memiliki efek
samping yang minimal pada sel normal.

siRNA (small interfering ribonucleic
acid) merupakan senyawa yang secara spe-
sifik dapat menghentikan ekspresi suatu
protein di dalam sel. siRNA yang spesifik
terhadap protein E6 memiliki kemampuan
menghentikan ekspresi protein E6. Hambat-
an yang terjadi pada protein E6 juga
menurunkan ekspresi protein telomeras,
sehingga proliferasi kanker serviks dapat
dihentikan. Protein E6 hanya diekspresi oleh
sel serviks yang terinfeksi HPV sehingga
siRNA E6 secara spesifik hanya akan
mempengaruhi sel kanker dan tidak memiliki
pengaruh pada sel normal di sekitarnya,
sehingga terapi menggunakan siRNA EG6
diharapkan mampu memiliki efektifitas yang
tinggi pada sel kanker leher rahim namun
tidak bereaksi dengan sel normal. Terapi
kanker serviks menggunakan siRNA di-
harapkan dapat menjadi pilihan terapi yang
efektif, spesifik dan minimal efek samping.

Tujuan penelitian ini adalah mem-
peroleh bukti bahwa siRNA E6 mampu
menurunkan ekspresi protein E6 pada kultur
sel kanker serviks (HeLa cell line) sehingga
dapat diaplikasikan sebagai agen terapi
kanker serviks.

2. METODE PENELITIAN
2.1 Rancangan Penelitian

Penelitian ini menggunakan desain
eksperimen murni (frue experimental design)



di laboratorium secara in vitro menggunakan
rancangan Randomized Group Post Test
Only Design. Sampel penelitian adalah sel
kanker leher rahim dari kultur sel HeLa. De-
sain penelitian yang digunakan adalah men-
gonjugasikan siRNA E6 dengan dosis 0 pg,
0,5 ug, 1 yg, dan 2 ug ke dalam sel HelLa
menggunakan  Lipofectamine™  2000.
Variabel bebas dalam penelitian ini adalah
siRNA E6 yang dipaparkan pada kultur sel
kanker serviks. Variabel tergantung dalam
penelitian ini adalah banyaknya ikatan
antigen-antibodi E6 pada sel HelLa setelah
perlakuan dengan siRNA E6 melalui
pengecatan dengan imunositokimia.

2.2 Sintesis siRNA

SiRNA disintesis dengan
menghasilkan rantai double strand RNA
yang merupakan suatu complementary
nukleotida ~ mRNA  tertentu.  Untuk
menghasilkan SIRNA, dilakukan
pengambilan data protein E6 pada situs
NCBI. Protein E6 yang didapatkan dari situs
NCBI, selanjutnya dilakukan pengambilan
FASTA yang merupakan susuanan asam
nukleat E6. Sintesa dilakukan menggunakan
perusahaan  pembuat  siRNA  vyaitu
dharmacon. Rantai asam nukleat dari protein
E6 digunakan dalam  menghasilkan
complementary ~ SiRNA  yang  spesifik
terhadap protein E6.

2.3 Produksi Antibodi Telomerase

Antibodi  Telomerase dihasilkan
dengan cara meninjeksikan antigen protein
telomerase kedalam tubuh kelinci jantan
berusia 14-16 minggu secara intra muscular.
Respon imunitas tubuh kelinci terhadap
antigen yang disuntikan akan merangsang
pembentukan antibodi igG pada tubuh
kelinci. 200uL protein telomerase yang telah
disediakan  selanjutnya diencerkan (1
mg/mL) pada Tris-Cl lalu diemusikan dengan

Freud adjuvant dengan konsentrasi 1:1 dan
diinjeksikan  secara intramuscular pada
tubuh kelinci pada minggu pertama, ketiga,
dan minggu ke delapan pasca perlakuan.
Antibodi yang dihasilkan pada tubuh kelinci
dipanen melalui darah pada vena auricularis
menggunakan spuit 3cc dan vacutainer
heparin untuk dilakukan penumpulan serum
darah kelinci. Pengambilan darah dilakukan
pada minggu sebelum perlakuan sebagai
kontrol, minggu pertama hingga minggu
kesepuluh pada setiap minggunya. Serum
yang terkumpul dianalisis menggunakan
Western blotting dan ELISA®.

2.4 Purifikasi dan Pendeteksian Antibodi
Telomerase

Purifikasi dilakukan pada serum
yang dikumpulkan untuk menghasilakn igG
murni, purifikasi menggunakan metode SAS
50 (saturated ammonium sulfate 50).
Setelah didapatkan konsentrat antibodi igG
poliklonal selanjutnya dilakukan Western
blotting untuk melihat ikatan antibosi secara
kualitatif dengan metode (abcam, 2010):
Running antigen pada SDS PAGE lalu
transfer protein pada kertas nitroselulosa.
Untuk memastikan antigen terlah tertransfer
pada  nitroselulosa, rendam  kertas
nitoselulosa pada ponceau 1% dan bilas
dengan skim milk 5% lalu cuci dengan TBS
tween 0,05%. Lanjutkan dengan inkubasi
menggunakan biotin  sebagai  antibodi
sekunder, lalu inkubasikan menggunakan
substrat TMB. Adanya pita menunjukan
terbentuknya ikatan spesifik antigen-antibodi
E6.

indirect ELISA  (Enzyme  Link
Immuno Sorbent Assay) digunakan untuk
melihat  immunogenitas  dari  protein
telomerase. Secara detail, metodenya:
serum kelinci yang terkumpul diencerkan
dengan Assay buffer dengan perbandingan



1:10. Hasil kemudian di inkubasikan
semalam dalam suhu 4°C pada microplate
ELISA, lalu cuci dengan PBS-Tween
sebanyak 3 kali @5 menit. Tambahkan 50uL
blocking buffer. Reagen dicuci dengan PBS-
Tween selama 3 kali @5 menit. Inkubasi
dengan 100ul antibodi primer (anti-E6)
dilanjutkan  dengan inkubasi  antibodi
sekunder dalam Tris Buffer Saline 1:2500
dan diinkubasi 90 menit. Biotin digunakan
sebagai antibodi sekunder, lalu TMB
digunakan sebagai substrat. Hasil yang
didapatkan dibaca pada ELISA reader
dengan A 405 nmé.

2.5 Kultur Sel Hela

Sel Hela dipanen dengan Tripsin-
EDTA, lalu disentrifugasi selama 8 menit
pada 1500 rpm, pelet yang didapatkan dikul-
tur pada MEM yang sudah dit-
ambahkan serum. Sel ditanam pada
well dan diinkubasi 37°C, 95%udara, 5%
CO,, 100% kelembaban.

2.6 Perlakuan siRNA E6 pada Kultur Hela
melalui immunositokimia dan MTT assay

Untuk menkonjugasikan siRNA E6
agar dapat menembus inti sel Hela, reagen
Lipofectamine™ 2000 digunakan pada
penelitian ini. Penggunakan Lipofectamine™
2000 menggunakan  protokol  resmi
Lipofectamine™ 2000. Setelah siRNA E6
terkonjugasi dalam Lipofectamine™ 2000,
kompleks ini memiliki kemampuan dalam
menembus membran sel dan mencapai
mRNA E6 yang spesifik. Pengaruh
penurunan ekspresi dari protein E6 pada
protein  telomerase  dapat  diamati
menggunakan antibodi telomerase dengan
teknik Imunositokimia dengan cara : preparat
yang telah  disiapkan  diinkubasikan
menggunakan antibodi primer selama
semalam (4°C), lalu cuci dengan PBS pH
74 selama 5 menit. Inkubasikan

menggunakan antibodi sekunder anti rabbit
(biotin) selama 1 jam pada suhu ruang.
Selanjutnya tetesi dengan SA-HRP(Strep
Avidin-horse radin peroxidase), inkubasi 40
menit lalu tetesi dengan DAB (Diamano
Benzidin) dan diinkubasi 10 menit. Tetesi
dengan  Mayer Hematoxylin  sebagai
Counterstain (10 menit). Preparat positif
apabila terdapat warna coklat pada preparat.
MTT Assay dilakukan setelah 6 hari perla-
kuan menggunakan antibodi E6 dan
Lipofectamine™2000. Setelah itu, nilai ab-
sorbansinya diamati dengan ELISA Reader,
pada panjang gelombang 570 nm.
Respirasi/pernapasan sel dapat diamati me-
lalui banyaknya cahaya yang diserap oleh
protein metabolit hasil pernapasan sel HelLa
yang hidup setelah diberikan dosis perla-
kuan siRNA EG, yaitu 0.5ug, 1ug, dan 2 ug.

2.7 Prosedur Pengumpulan dan Analisis
Data

Hasil pengukuran dianalisa dengan
menggunakan program statistik SPSS.Jika
sebaran data normal dan varian data sama
maka digunakan uji hipotesis one way
anova. Namun, jika tidak sama digunakan uji
Kruskal Wallis. Untuk melihat perbedaan dari
setiap kelompok digunakan uji Post Hoc
sebagai lanjutan one way anova. Penelitian
ini dinilai bermakna bila p<0,05°.

3. HASIL

Antibodi  dideteksi menggunakan
metode Western Blotting dan ELISA. Sebe-
lumnya telah dilakukan elektroforesis ter-
hadap telomerase mouse peptide, dan
didapati bahwa berat molekulnya 58 kDa.
Melalui Western Blotting, didapatkan adanya
ikatan antara antigen-antibodi yang adekuat,
yang mana ditandai dengan adanya pene-



balan pita pada membran nitroselulosa pada
berat molekul yang 58 kDa.

Gambar 1. Hasil pita Western Bolt
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Hasil uji immunoblotting antara antibodi te-
lomerase yang dihasilkan penelitian ini
dengan enzim telomerase menunjukkan
bahwa sampai pada minggu ke-5 antibodi
telomerase masih terdeteksi didalam tubuh
kelinci. Produksi antibodi telomerase ini dil-
akukan dengan booster 2 kali. Pada minggu
1-3 terjadi kenaikan produksi antibodi te-
lomerase dan menurun pada minggu ke-4.
Pada minggu ke-5 produksi meningkat lebih
tinggi, hal ini terjadi karena adanya sel
memori yang pernah terpapar sebelumnya.
Hasil ini juga menunjukkan bahwa antibodi
telomerase mengenali secara spesifik te-
lomerase yangdiproduksi oleh sel kanker

Gambar 2. Hasil uji titer ELISA antibodi
Telomerase

Absorbansi

Minggu 1 Minggu 2 Minggu 3 Minggu 4

Selanjutnya dilakukan terapi ter-
hadap sel HeLa dengan menggunakan siR-
NA E6 yang telah dikonjugasikan dengan
Lipofectamine 2000. Adapun dosis siRNA E6
yang digunakan adalah 0 g, 0,5 ug, 1 pg,
dan 2 pg. Medium yang digunakan adalah
Serum Free Medium. Setelah dilakukan
inkubasi selama 48 jam dilakukan immunosi-
tokimia dan MTT assay. Hasil immunosi-
tokimia didapatkan peningkatan jumlah sel
HelLa yang terpulas coklat berbanding lurus
dengan peningkatan dosis siRNA EG.

Gambar 3. Hasil immunositokima kontrol

Gambar 4. Hasil immunositokimia dosis
siRNA E6 0,5 pg




Gambar 5. Hasil immunositokimia dosis
siRNA E6 1 ug
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Gambar 6. Hasil immunositokimia dosis
siRNA E6 2 ug

4. PEMBAHASAN

Subjek pada penelitian ini adalah
sel kanker sekviks dari kultur HelLa cell line.
Sel HeLa yang telah disubkultur dalam plate
12-well kemudian dipaparkan dengan siR-
NA E6 yang telah terkonjugasi dengan
Lipofectamine™ 2000 dengan dosis paparan
SiRNA EG6 sebesar 0 pg sebagai kontrol, 0,5
Mg, 1 ug, dan 2 pg. Setelah diinkubasi sela-
ma 24 jam, kemudian dilakukan immunosi-
tokimia dengan antibodi primer, antibodi
telomerase. Antibodi telomerase didapatkan
dengan menginjeksikan antigen telomerase
ke dalam tubuh kelinci jantan berusia 14-16

minggu. Darah yang mengandung serum
antibodi poliklonal telomerase yang telah
dipanen dideteksi ikatannya  dengan
menggunakan Western Blot dan ELISA. Dari
hasil Western blot dan ELISA menunjukkan
bahwa antibodi telomerase telah berhasil
diproduksi oleh tubuh kelinci.

Antibodi dibentuk oleh sistem imun
akibat masuknya antigen ke dalam tubuh.
Bila antigen masuk kedalam tubuh, maka ia
akan dikenali sebagai bahan yang terikat
dengan reseptor Human Leukocyte Antigen
(HLA) tertentu pada makrofag. Makrofag
mencerna molekul asing tersebut dan men-
ampilkan ikatan tertentu dari kelompok luar
atom yang disebut epifop pada permukaan
dari makrofag. Epitop tersebut kemudian
kontak dengan limfosit T helper, yang meno-
long menampilkan epitop tersebut pada lim-
fosit sel B. Sel B akan mensintesa rantai
protein  immunoglobulin  yang mampu
mengikat epitop secara spesifik.Setiap ba-
han antigen memiliki epitop yang ban-
yak, yang mampu berikatan dengan antibodi.
Secara in vivo, respons terhadap antigen
dapat bersifat luas dan antibodi yang be-
reaksi dengan determinan-determinan pada
antigen ini disebut antibodi poliklonal.

Prinsip dari metode imuno-
histokimia adalah perpaduan antara reaksi
imunologi dan kimiawi, dimana reaksi imu-
nologi ditandai adanya reaksi antara antigen
dengan antibodi, dan reaksi kimiawi ditandai
adanya reaksi antara enzim dengan sub-
strat. Pemeriksaan imunohistokimia dimak-
sudkan untuk mengenali bahan spesifik ter-
tentu didalam jaringan dengan
menggunakan antibodi dan sistem deteksi
yang memungkinkan untuk mengenali bahan
spesifik tersebut secara visual. Antibodi-
antibodi penentu (anti-antibodi dari spesies
lain) ini ditempeli (tagged) dengan beberapa
reporter molecule yang dapat mengkatalisa



reaksi selanjutnya menuju produk yang
dapat dilihat. Sistem deteksi Avidin-biotin
complex (ABC) menggunakan spesimen sel
tertanam dalam paraffin, dengan ketebalan 5
mikron.Antibodi  spesifik terhadap bahan
spesifik yang diperiksa dikombinasi dengan
antigen . Antibodi ini ditentukan dengan anti-
antibodi yang dihasilkan oleh spesies lain
yang mengenal antibodi pertama sebagai
antigen. Anti-antibodi (antibodi sekunder) ini
mempunyai molekul biotin yang lekat padan-
ya, memungkinkan deteksi lanjut dengan
protein avidin.

Molekul Horse Radish Peroxidase
(HRP) adalah molekul reporter. Enzim ini
diikat oleh biotin dan berpadu didalam com-
plex avidin-biotin sedemikian rupa sehingga
bila HRP ini berdekatan dengan anti-antibodi
terbiotinil sekunder (secondary biotinylated
anti-antibody), complex tersebut berikatan
dengan tempat ikatan biotin pada satu dari
molekul avidin. Hal ini membuat enzim pada
tempat asli dari interaksi antibodi primer-
antigen.

Kemudian enzim tersebut bereaksi
dengan hydrogen peroxidase. Hal ini men-
imbulkan transfer elektron-elektron dari sen-
yawa chromogen yang mengendap (precipi-
tates) sebagai pigmen yang tidak larut (in-
soluble). Chromogen yang digunakan adalah
3,3’-diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB). Bila teroksidasi molekul ini didalam
larutan dalam konsentrasi terlarut akan
mengendap berupa massa coklat gelap

(positif).

Dari hasil immunositokimia, didapat-
kan dosis siRNA 0,5 ug, 1 ug dan 2 ug yang
diberikan pada kultur sel Hela terjadi peru-
bahan pulasan warna inti sel HeLa menjadi
coklat. Hal ini menandakan bahwa seiring
dengan peningkatan dosis SiRNA yang
diberikan, terdapat peningkatan ikatan anta-

ra antibodi telomerase dengan antigen te-
lomerase yang menandakan bahwa tingkat
proliferasi sel HeLa menurun dan terjadi
kematian dan sel kanker serviks secara
kualitatif. =~ Hal  tersebut  membuktikan
hipotesis penelitian yang menyatakan bahwa
siRNA E6 mampu menurunkan ekspresi
protein E6 pada kultur sel kanker serviks
(HeLa cell line). Oleh karena itu siRNA E6
dapat dijadikan metode alternatif dalam ter-
api kanker leher rahim dalam tahap in vitro
melalui pengamatan immunositokimia.

5. KESIMPULAN

1. Tubuh kelinci yang diinjeksikan antigen
telomerase, merespon dengan memben-
tuk antibodi telomerase. Hal ini dibuk-
tikan dengan adanya penebalan pita pa-
da 58 kDa pada Western Blot dan pen-
ingkatan produksi antibodi pada minggu
ketiga dan minggu kelima pada ELISA™.

2. Seiring dengan peningkatan dosis siRNA
e6 yang diberikan pada sel HelA terjadi
peningkatan pulasan warna coklat pada
inti sel HeLA.

3. Kosentrasi optimal siRNA E6 dalam
menginduksi kematian kanker serviks
melalui  pengamatan immunositokimia
pada kultur sel kanker serviks (HeLa cell
lines) setelah terpapar siRNA E6 belum
dapat diketahui.

6. SARAN

Untuk meningkatkan kemanfaatan
hasil penelitian ini, disarankan hal-hal se-
bagai berikut:

1. Perlu dilakukan penelitian lanjutan
dengan metode MTT secara kuantitatif



untuk menentukan dosis optimal siRNA
dalam menurunkan ekspresi protein EG.

Perlu dilakukan penelitian dengan dosis
siRNA E6 yang lebih bervariasi dan
penelitian in vivo pada hewan coba.
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