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ABSTRACT

A study has been carried out to compare the expression of miRNA-21 and miRNA-143 with
target MRNA PDCD4 and BCL-2 in cases of early-stage cervical cancer compared to advanced
stages. These data can be used as information for the development of non-invasive cervical
cancer prognostic methods. The study was conducted by taking serum samples and exfoliative
cell samples from normal subjects and subjects with cervical cancer detection and then
analyzed using qRT-PCR. Samples of cervical cancer patients consisting of 15 subjects and 4
normal subjects were used to obtain relative quantity values for the expression of miRNA-21,
miRNA-143, mRNA PDCD4 and BCL-2. In the study of miRNA-21, there was no significant
difference in determining cervical cancer with p>0.05 using the t-test (0.594) and a significant
relationship was found between miRNA 21 and PDCD4 with a strong correlation (p<0.05, r =
-0.563; Pearson). The relationship between miRNA-143 and the Bcl-2 target gene in this study
showed a weak and insignificant correlation (r = -0.101; p > 0.05; Pearson). There was a
significant relationship between miRNA-21 and PDCD4 in early-stage and advanced-stage
samples, while the relationship between miRNA-143 and the Bcl-2 mRNA target gene showed
no significant correlation.
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PENDAHULUAN

Kanker merupakan penyebab kematian global sebanyak 10% dimana setiap tahunnya
diperkirakan terdapat 9 juta kasus baru dan di negara maju menduduki peringkat kedua sebagai
penyebab kematian manusia. Kanker menjadi salah satu penyakit yang paling sering ditemukan di
dunia (SEER, 2010). Setiap tahun, Sebanyak 200.000 wanita meninggal setiap tahunnya
(Forouzanfar et al., 2011). Di Indonesia, berdasarkan data yang didapatkan dari Rumah Sakit
Kanker Dharmais (Sinuraya, 2012), dari seluruh pasien keganasan kanker sebanyak 12,10% pasien
adalah pasien kanker serviks. Bila digolongkan untuk keganasan kanker yang paling banyak
ditemui pada wanita, maka keganasan kanker serviks mencakup sebesar 18,91% dari seluruh
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insiden keganasan kanker pada wanita. Lebih jauh lagi, data registrasi kanker serviks menunjukkan
dari 1234 kasus kanker serviks, 815 kasusnya adalah kasus karsinoma sel squamosa (KSS). Hal
tersebut menunjukkan ada 66% kasus KSS dari seluruh kasus kanker serviks yang ditangani RS.
Kanker Dharmais.

Penyakit kanker dapat dipengaruhi oleh berbagai faktor, dan salah satu faktor yang
mempengaruhi adalah faktor genetik. Salah satu faktor genetik yang ditemukan memiliki peran
adalah mikro RNA (miRNA). MiRNA merupakan molekul RNA yang tidak mengkode protein,
namun berfungsi sebagai regulator ekspresi gen. MiRNA meregulasi target gen sebagai supresor
gen tumor atau sebagai onkogen (Appasani, 2008).

Peran miRNA sebagai supresor tumor diteliti pada miRNA let-7, yang berfungsi untuk
menghambat proliferasi dan memicu diferensiasi sel. Observasi awal yang dilakukan menunjukkan
bahwa sel mutan let-7 tidak dapat menyelesaikan siklus selnya sehingga sel tersebut tidak
mengalami diferensiasi terminal melainkan melakukan pembelahan. Studi tersebut menghasilkan
hipotesis dimana hilangnya let-7 dapat menginduksi proliferasi atau penurunan diferensiasi
(Appasani, 2008).

Peran miRNA sebagai onkogen pertama kali diteliti pada miRNA-155, yang diproses
dari  RNA non-kode B-Cell Integration Cluster (BIC). BIC diidentifikasi sebagai situs
integrasi untuk lymphomagenesis yang terinduksi avian leucosis virus (ALV). Setelah adanya
penemuan miRNA, diketahui bahwa bagian ekson akhir pada RNA BIC merupakan bagian yang
diproses untuk menjadi miRNA-155. Penelitian selanjutnya menunjukkan bahwa adanya
overekspresimiRNA-155 pada sampel limfoma Hodgins dan galur selnya serta pada sampel
limfoma Burkitt. Hal tersebut menunjukkan bahwa terdapat jenis miRNA yang berfungsi sebagai
onkogen pada tumorigenesis (Appasani, 2008).

MiRNA-21 adalah miRNA yang diekspresikan berlebih dan memainkan peran onkogenik
pada invasi dan metastasis karsinoma serviks. MiRNA-21 bekerja secara langsung pada mRNA
PDCD4 di sel HeLa yang menyebabkan meningkatkan proliferasi selular. MiRNA-21 terekspresi
berlawanan dengan programmed cell death protein 4 (PDCD4 yang berfungsi dalam menghambat
translasi protein. Pada 3-UTR sel HelLa diperlihatkan peningkatan ekspresi PDCD4 terjadi karena
inhibisi MiRNA-21. Telah didata sebelumnya MiRNA-21 diekpresikan berlebih pada sel patologik
serviks sebagai oncomir. Ekspresi yang berlebihan dari MiRNA-21 ditemukan pada CIN2 sampai
kanker dibandingkan dengan sel normal dengan infeksi HPV positif ataupun negatif (Xu et al.,
2013).

Peran miRNA-143 pada kanker serviks telah diketahui melalui studi Liu et al. (2012), yang
menganalisis tingkat ekspresi miRNA-143 pada pasien kanker serviks serta melakukan eksperimen
menggunakan sel HelLa. Tingkat ekspresi miRNA-143 pasien kanker serviks yang dianalisis
menunjukkan ekspresi yang rendah pada 86,7% jaringan kanker serviks, dibandingkan jaringan
yang tidak kanker. Eksperimen menggunakan sel HeLA yang dilakukan dengan meningkatkan
ekspresi miRNA-143 menunjukkan penghambatan proliferasi sel kanker serta menginduksi
terjadinya apoptosis.

Berdasarkan penelitian Liu et al. (2012) juga diketahui bahwa salah satu target miRNA-143
adalah gen Bcl-2. Eksperimen yang dilakukan dengan meningkatkan ekspresi miRNA-143,
menunjukkan terjadi penurunan ekspresi Bcl-2. Bcl-2 merupakan protein membran intraseluler
yang berfungsi untuk mencegah terjadinya kematian sel melalui jalur apoptosis. Overekspresi dari
protein Bcl-2 dapat memblok penahanan fase G1 yang dimediasi oleh protein p53 (Shukla et al.,
2014). Penelitian Protka et al. (2011) menguatkan pernyataan mengenai peran overekspresi Bcl-2
dengan kanker serviks, dan juga mengindikasikan adanya kemungkinan ko-overekspresi antara
Bcl-2 dengan c-myc pada kasus karsinoma portio vaginalis uteri. Berdasarkan penelitian Godoy et
al. (2014), analisis ekspresi Bcl-2, p53 dan Ki-67 dapat menjadi biomarker potensial untuk
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mendeteksi stadium dari kanker serviks. Hasil penelitian tersebut menunjukkan bahwa Bcl-2
merupakan biomarker potensial dalam mendeteksi kanker serviks.

Penelitian mengenai miRNA terdahulu serta jumlah kasus kanker serviks yang tinggi
menjadi dasar sehingga penelitian ini bertujuan untuk menilai dan membandingkan ekspresi pada
kasus kanker kanker serviks stadium awal dibandingkan dengan stadium lanjut. Data tersebut dapat
digunakan sebagai informasi untuk pengembangan metode prognosis non invasif kanker serviks.

METODE PENELITIAN

Penelitian ini menggunakan desain penelitian yaitu metode analitik observasional potong
lintang untuk mendeteksi tingkat ekspresi miRNA-21, miRNA-143, PDCD4 dan Bcl-2, pada kasus
normal dan kasus KSS dengan sampel serum darah dan sel eksfoliatif serviks, menggunakan
metode RT-gPCR. Penelitian ini dilakukan di Laboratorium Molekular Penelitian dan
Pengembangan RS Kanker Dharmais antara bulan Januari 2016 sampai dengan Oktober 2016.
Kriteria inklusi dan eksklusi pada penelitian ini dapat dilihat pada Tabel 1.

Tabel 1. Kriteria inklusi dan eksklusi pada penelitian

Kriteria inklusi (kontrol)  Kriteria inklusi (kasus) Kriteria eksklusi

Usia > 19 tahun Usia > 19 tahun Subjek yang belum terdiagnosa kanker serviks,
namun terdeteksi adanya neoplasia berupa
neoplasia intraepithelial serviks (NIS)

Aktif secara seksual Aktif secara seksual Subjek yang meragukan apakah terdiagnosis
kanker serviks atau tidak

Terdiagnosa normal dengan  Terdiagnosa kanker serviks

pap smear dengan tipe Karsinoma Sel
Squamosa Serviks

Tidak memiliki riwayat Tidak memiliki riwayat

kanker kanker

Etik Penelitian

Protokol pada penelitian ini telah mendapatkan persetujuan dari Komite Etik Rumah Sakit
Karsinoma Dharmais dengan no LB.02.01/1/1266/2016 dan no LB.02.01/1/1267/2016.

Pengambilan Sampel

Calon subjek penelitian akan diberikan informed consent untuk mendapatkan izin kesediaan
sebagai subjek penelitian. Subjek yang telah menyetujui informed consent akan dicatat data pribadi
yang meliputi usia, jenis kelamin, stadium kanker, riwayat kanker dalam keluarga serta hasil
laboratorium dikumpulkan. Tes pap smear dilakukan oleh dokter umum atau tenaga ahli kepada
kelompok kontrol (di bagian deteksi dini) maupun kelompok kasus (di bagian ginekologi
onkologi).

Pengolahan dan Preservasi Sampel

Sampel darah sebanyak 3 ml untuk kelompok kontrol dilakukan di lokasi skrining serviks
dan payudara RS Kanker Dharmais, sedangkan kelompok kasus diambil di RS Kanker Dharmais
bagian Patologi Klinik. Sampel sel eksfoliatif diambil menggunakan metode pap smear. Cara
kerjanya yaitu, alat apusan serviks digunakan untuk mendapatkan sampel di daerah ekto
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endoserviks. Tiap sampel dipreservasi di kontainer khusus untuk tiap subjek dan tiap kontainer
berisi larutan DEPC 0,05 % + PBS.

Isolasi RNA Sampel Serum dan Sel Eksfoliatif

Isolasi RNA pada sampel darah dan sampel sel eksfoliatif menggunakan kit Isolation miRNA
(Exigon) dengan metode yang dimodifikasi pada tahap sentrifugasi. Pengecekan konsentrasi dan
kemurnian sampel menggunakan alat nanodrop. Hasil yang diinginkan adalah nilai konsentrasi
asam nukleat positif dan nilai 260/280 antara 1.8-2.00. Kit exigon telah meliputi untuk metode
sintesis cDNA serta protokol untuk qPCR.Sampel yang digunakan untuk qPCR adalah 8pul mix RT
solution ditambahkan 2pl sampel (5ng/ul) (Exigon, 2015).

Analisis Sampel dan Uji Stastistik

Nilai ekspresi miRNA-21 dan PDCD4 dianalisis dengan menormalisasi nilai cycle threshold
(Ct) target dengan gen referensinya, yaitu miRNA-16 untuk miRNA-21 dan GAPDH untuk
PDCD4. Analisis nilai kelipatan ekspresi gen target dilakukan dengan metode Livak, mengikuti
persamaan AACt = 2-(ACtsampel-ACtkalibrash) (qimana ACt = Ctiarger— Ctreferensi gen). Untuk mengetahui nilai
kuantitas relatif (RQ) yang dibandingkan dengan sampel normal. Uji normalitas dilakukan pada
seluruh data hasil penelitian dengan uji Komolgorov-Smirnov. Uji T-Test dan Pearson dilakukan
dalam penelitian ini menggunakan program software SPSS 20.

Nilai ekspresi miRNA-143 dan Bcl-2 dianalasis dengan menormalisasi nilai cycle threshold
(Ct) target dengan gen referensinya, yaitu miRNA-16 untuk miRNA-143 dan GAPDH untuk Bcl-2.
Analisis nilai kelipatan ekspresi gen target dilakukan dengan metode livak, mengikuti persamaan
AACt = 2-(ACtsampel-ACtkalibras) (dimana ACt = Ctiarger— Clreferensi gen). UNtuk mengetahui nilai kuantitas
relatif (RQ) yang dibandingkan dengan sampel normal. Uji normalitas dilakukan pada seluruh data
hasil penelitian dengan uji Komolgorov-Smirnov. Uji Kruskall Wallis dan Pearson dilakukan
dalam penelitian ini menggunakan program software SPSS 20.

HASIL PEMBAHASAN

Perbandingan Distribusi Nilai Kuantitas Relatif miRNA-21 pada Sampel Sel Eksfoliatif dengan
Sampel Serum

Penelitian ini melihat apakah terdapat kesamaan distribusi antara nilai kelipatan ekspresi
yang didapatkan pada sampel dari serum dengan sel eksfoliatif serviks. Hal tersebut dapat diketahui
dengan menggunakan uji T-Test menggunakan SPSS 20, pada kedua tipe sampel. Nilai signifikansi
T-Test yang didapatkan adalah 0,594. Nilai tersebut lebih besar dari nilai alpha 0,05. Hal tersebut
menandakan bahwa terdapat tidak ada perbedaan antara sampel dari serum dengan sampel dari sel
eksfoliatif serviks.
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Gambar 1. Perbandingan Distribusi Nilai Kuantitas Relatif miRNA-21 Sampel Sel Eksfoliatif
dengan Sampel Serum dengan Tes T Independen

Hubungan Nilai Kuantitas Relative miRNA-21 dengan mRNA PDCD4 pada Sel Serviks Pasien
Karsinoma Serviks

Pada penelitian ini ditemukan adanya hubungan yang signifikan antara miRNA-21 dengan
PDCD4 sehingga hipotesis awal penelitian diterima, dimana terdapat hubungan yang signifikan
antara miRNA-21 dengan mMRNA PDCD4 dengan nilai p<0,05 (0,029) dengan kekuatan korelasi
kuat (r = 0,563).
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Gambar 2. Hubungan nilai ekspresi miRNA-21 dengan mRNA PDCD4

Perbandingan Distribusi Nilai Kelipatan Ekspresi miRNA-143 pada Sampel Serum dengan Sel
Eksfoliatif

Pada penelitian ini, ingin dilihat apakah terdapat kesamaan distribusi antara nilai kelipatan
ekspresi yang didapatkan pada sampel dari serum dengan sel eksfoliatif serviks. Hal tersebut dapat
diketahui dengan menggunakan uji Kruskal Wallis menggunakan SPSS 20, pada kedua tipe
sampel. Nilai signifikansi Kruskal Wallis yang didapatkan adalah 0,002. Nilai tersebut lebih kecil
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dari nilai alpha 0,05. Hal tersebut menandakan bahwa terdapat perbedaan antara sampel dari serum
dengan sampel dari sel eksfoliatif serviks.
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Gambar 3. Perbandingan Distribusi Nilai Kelipatan Ekspresi MiRNA-143 Sampel Serum
dengan Sampel Sel Eksfoliatif

Hubungan Nilai Kelipatan Ekspresi miRNA-143 dengan Bcl-2 pada Sel Serviks Pasien Kanker
Serviks

Penelitian ini ingin melihat apakah ada korelasi antara nilai kelipatan ekspresi dari miRNA-
143 dengan Bcl-2. Uji Pearson dengan SPSS 20 dilakukan untuk mengetahui hal tersebut. Hasil
yang didapatkan adalah nilai r -0,101 dan nilai signifikansi 0,689. Hal tersebut menunjukkan
terdapat korelasi negatif antara tingkat ekspresi miRNA-143 dengan Bcl-2, namun nilai yang
mendekati 0 menunjukkan hubungan yang lemah antara miRNA-143 dengan Bcl-2. Nilai
signifikansi 0,685 menunjukkan tidak terdapat korelasi yang signifikan secara statistik, antara
miRNA-143 dengan Bcl-2
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Gambar 3. Hubungan Nilai Ekspresi miRNA-143 dengan Bcl-2
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PEMBAHASAN

Tipe sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah serum dan sel eksfoliatif, yang
dapat membuktikan apakah miRNA yang tersirkulasi di dalam serum dapat dideteksi dan memiliki
kesamaan nilai dengan yang didapatkan pada sampel sel. Peneltian mengenai kemampuan profil
serum miRNA sebagai marka untuk kanker serviks sebelumnya pernah dilakukan oleh Wang et al.
(2014), yang melaporkan bahwa sebagian miRNA yang diteliti memiliki nilai yang berbeda
sebelum dan sesudah operasi, yang diakibatkan proses deregulasi. Penelitian oleh Ma et al. (2014)
mendukung penggunaan serum miRNA sebagai biomarker. Pada penelitian tersebut, didapatkan
bahwa miRNA-205 baik pada serum maupun jaringan memiliki peningkatan ekspresi pada pasien
kanker serviks. Pada sampel serum, didapatkan terjadi peningkatan 5,74 kali lebih tinggi miRNA-
205 pada kasus kanker serviks dibandingkan normal, sedangkan pada sampel menggunakan sel
tumor, didapatkan peningkatan >3 kali miRNA-205. Didapatkannya karakteristik peningkatan yang
sama antara sampel serum dengan sel menunjukkan bahwa miRNA dari serum dapat menjadi
potensial biomarker yang noninvasif untuk kanker serviks.

Analisis tingkat ekspresi gen dilakukan dengan menggunakan metode Real Time-Polymerase
Chain Reaction (RT-qPCR). Banyak metode yang dapat digunakan untuk mengukur ekspresi
miRNA, seperti northern blot, flowsitometri, mikroarray, serta RT-gPCR. Metode RT-gpCR lebih
baik dibandingkan metode yang lain karena sensitifiats yang tinggi, spesifitas serta kemampuan
untuk direproduksi kembali hasilnya. RT- gPCR juga tidak membutuhkan konsentrasi RNA yang
banyak dan metode tersebut dapat mendeteksi hingga pada profil sel tunggal. Hal tersebut ideal
pada pendeteksian miRNA terutama pada yang tersirkulasi karena konsentrasi miRNA lebih sedikit
dibandingkan materi genetik lain (Ma et al., 2014). Kesimpulan tersebut juga didukung dengan
penelitian miRNA yang menggunakan metode RT-qPCR. Penelitian Tang et al. (2013) dalam
pendeteksian miRNA-182 kanker serviks Weber et al. (2010) yang meneliti miRNA pada berbagai
jenis sampel meyakinkan bahwa metode RT-gPCR merupakan metode tepat untuk penelitian ini.

Kelemahan yang dapat terjadi dalam pendeteksian miRNA dengan RT-qPCR adalah panjang
primer miRNA yang umumnya hanya sepanjang 22 basa. Beberapa metode yang dapat mengatasi
kelemahan tersebut adalah metode stem-loop primer, penambahan ekor poly(A), serta Universal
RT mikroRNA. Metode stem-loop memiliki kekurangan yaitu peneliti tidak dapat mengontrol
spesifitas reaksi melalui kurva leleh serta probe dapat berikatan dengan sekuens yang bukan target.
Metode penambahan ekor poly(A) sangat bergantung pada spesifitas primer. Hal tersebutlah yang
mendukung dipilihnya metode Universal RT mikroRNA yang dikembangkan Exigon. Metode
tersebut menggunakan intercalating dye SYBR Green yang dapat memberikan kontrol akan produk
PCR yang tidak diinginkan dengan melihat kurva leleh yang dihasilkan. Metode ini juga
menggunakan primer yang ditingkatkan dengan Locked Nucleic Acid (LNA) untuk meningkatkan
temperatur pelelehan serta spesifisitas (Balcells & Cirera, 2011; Zhang et al., 2014).

Analisa hubungan antara ekspresi miRNA-21 pada serum dan sel serviks dilakukan. Analisa
dilakukan dengan menggunakan tes t bebas terhadap dua variable yang tidak berhubungan. Pada
penelitian ini tidak ditemukan adanya perbedaan antara ekspresi miRNA-21 pada serum dan sel
serviks pada sehingga hipotesis awal diterima dimana tidak didapatkan perbedaan miRNA-21
serum dan miRNA-21 jaringan dengan nilai p>0,05 (0,594). Dari hal ini memungkinkan
penggunaan sampel serum untuk identifikasi miRNA-21 pasien karsinoma serviks tipe skuamosa
selain sel eksfoliatif serviks. Hal ini sesuai dengan Penelitian oleh Ma et al (2014) yang
mendukung penggunaan serum miRNA sebagai biomarker untuk karsinoma serviks.

Pada penelitian ini ditemukan adanya hubungan yang signifikan antara miRNA-21 pada sel
eskfoliatif serviks dengan PDCD4 sehingga hipotesis awal penelitian diterima, dimana ada
hubungan yang signifikan antara miRNA-21 pada sel eksfoliatif serviks dengan mRNA PDCDA4
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dengan nilai p<0,05 (0,029) dengan kekuatan hubungan yang kuat (r = -0,563). Hubungan ini
bersifat negatif yang artinya dimana bila miRNA-21 terjadi peningkatan, maka mRNA PDCD4
akan menurun. Pada penelitian lain didapatkan hasil yang sama yang mendukung hasil penelitian
dimana PDCD4 menjadi satu-satunya mRNA yang mengalami disregulasi diantara 3 mRNA yang
menjadi target miRNA-21 (Yao et al., 2009). Berdasarkan penelitian tersebut, menggunakan sel
HeLa, miRNA-21 diketahui menargetkan mRNA PDCD4 untuk tidak terekspresi sehingga sel
HeLa yang merupakan sel kanker serviks, dapat terus tumbuh berkembang.

Analisis distribusi miRNA-143 pada sampel serum dengan sampel sel menunjukkan adanya
perbedaan antara tingkat ekspresi pada sampel serum dengan sel. Perbedaan tersebut menunjukkan
bahwa sampel serum tidak dapat merepresentasikan hasil sampel sel. Faktor peran miRNA-143
sebagai tumor supresor dapat menjadi salah satu penyebab perbedaan antara tingkat ekspresi dari
miRNA yang tersirkulasi dengan miRNA pada lokasi kanker. MiRNA-143 yang tersirkulasi dapat
terdistribusi oleh sel tetangga yang masih belum menjadi kanker untuk menghambat pertumbuhan
sel-sel kanker. Tingkat ekspresi miRNA-143 pada sel-sel kanker dapat menurun akibat peran
onkogen dalam pertumbuhan sel- sel kanker tersebut (Huang et al., 2012).

Analisis perbandingan antara nilai kuantitas relatif ekspresi miRNA-143 dengan Bcl-2
menunjukkan korelasi negatif antara miRNA-143 dengan Bcl-2. Korelasi negatif antara miRNA-
143 dengan Bcl-2 artinya adalah semakin tinggi nilai miRNA-143, maka nilai Bcl-2 akan semakin
rendah. Hal tersebut sesuai dengan penelitian Liu et al. (2012) yang menunjukkan bahwa
keberadaan miRNA-143 dapat menurunkan ekspresi Bcl-2 serta penelitian Li et al. (2016) yang
juga menunjukkan bahwa penurunan ekspresi Bcl-2 akibat miRNA-143 juga mempromosikan
apoptosis melalui aktivasi kaspase 9. Nilai r yang mendekati 0 dan nilai signifikansi 0,685
menunjukkan bahwa korelasi tersebut tidak signifikan. Kekurangan tersebut dapat terjadi karena
ekspresi BCI-2 dapat dipengaruhi oleh miRNA lain, seperti miRNA-29 dan miRNA-181a (Xiong et
al., 2010; Chen et al., 2010).

SIMPULAN

Hasil penelitian mengenai miRNA-21 menunjukkan sampel serum memiliki nilai ekspresi
miRNA-21 yang tidak berbeda dengan nilai ekspresi miRNA-21 pada sel eksfoliatif serviks dan
terdapat korelasi yang kuat antara ekspresi miRNA-21 yang meningkat dengan penurunan ekspresi
dari mMRNA PDCD4. Hasil tersebut berbeda pada mIRNA-143 dimana sampel serum memiliki
perbedaan tingkat ekspresi dengan sampel sel eksfoliatif, sehingga tingkat ekspresi pada sampel
serum tidak dapat menggambarkan tingkat ekspresi pada sampel sel. Perbandingan tingkat ekspresi
miRNA-143 dengan Bcl-2 juga tidak memberikan korelasi yang signifikan.

UCAPAN TERIMA KASIH

Penelitian ini dilakukan dengan bantuan hibah Rumah Sakit Kanker Dharmais 2015-2016.
Penulis menyatakan tidak ada konflik kepentingan dengan pihak-pihak yang terkait dalam
penelitian ini.
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