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Kata Kunci Abstrak

Triple Negative Breast Cancer (TNBC) memiliki karakteristik yang berbeda
TNBC, dengan jenis kanker payudara pada umumnya karena bersifat agresif, resisten
SIRNA, terhadap pengobatan, proliferasi yang tinggi, dan angka harapan hidup yang
PLEGE rendah. Pemanfaatan siRNA spesifik silencing gen mutan p53 dan VEGF
Chitosan sebagai penatalaksanaan TNBC merupakan metode yang menjanjikan.

Penulisan literature review ini bertujuan untuk mengkaji mekanisme dan efek
klinis siRNA-Aptamer-PLEGP1800-Chitosan sebagai terapi TNBC berbasis
teknologi nano. Metode yang digunakan dalam penulisan literature review ini
adalah kajian pustaka dengan data menggunakan search engine seperti NCBI,
Pubmed, dan Google Scholar sehingga ditemukan 28 jurnal yang sesuai dengan
kriteria inklusi dan eksklusi. SiRNA akan dikonjugasi dengan aptamer dan
PLEGP1800. SiRNA-Aptamer-PLEGP1800 juga akan dienkapsulasi dengan
chitosan untuk meningkatkan bioavailabilitas dan melindungi senyawa di
dalamnya dari degradasi serum. Efek klinis beberapa penelitian menunjukkan
bahwa Silencing mut-p53 dan TNF secara bersamaan menyebabkan hilangnya
viabilitas sel, serta Pemberian siRNA/PLEGP1800 nanocomplex menurunkan
ekspresi gen VEGFE. Hal tersebut menunjukkan bahwa siRNA-Aptamer-
PLEGP1800-Chitosan memiliki prospek yang baik sebagai penatalaksanaan

TNBC.
Keywords Abstract
TNBC, Triple-Negative Breast Cancer (TNBC) has different characteristics from other
SIRNA, types of breast cancer because it is aggressive, resistant to treatment, high
PLEGP, proliferation, and low life expectancy. The use of siRNA specific silencing of p53
Chitosan mutant genes and VEGF as management of TNBC is a promising method. The

writing of this literature review aims to examine the mechanism and clinical
effects of siRNA-Aptamer-PLEGP1800-Chitosan as a  TNBC-based
nanotechnology therapy. The method used is a literature review in which the
data using search engines such as NCBI, Pubmed, and Google Scholar, so that 28
journals are found that meet the inclusion and exclusion criteria. sSiIRNA will be
conjugated with aptamer and PLEGP1800. siRNA-Aptamer-PLEGP1800 will also
be encapsulated with chitosan to enhance bioavailability and protect the
compounds inside from serum degradation. Clinical effects of several studies
have shown that mut-p53 silencing and TNF together cause loss of cell viability,
and the administration of siRNA / PLEGP1800 nano complex decreases VEGF
gene expression. This shows that siRNA-Aptamer-PLEGP1800-Chitosan has good
prospects as TNBC management.
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Pendahuluan

Kanker payudara adalah salah satu jenis keganasan yang umum terjadi pada wanita dan menempati
peringkat kedua sebagai penyebab kematian di dunia. Berdasarkan data GLOBOCAN tahun 2018,
prevalensi kanker payudara di Indonesia mencapai 16,7% (1). Sejalan dengan hal tersebut, WHO
memprediksi pada tahun 2030 akan terjadi lonjakan penderita kanker payudara di Indonesia hingga tujuh
kali lipat (2).

Triple Negative Breast Cancer (TNBC) adalah salah satu subtipe kanker payudara yang memiliki
persentase sekitar 15-20% dari keseluruhan kasus kanker payudara di setiap tahunnya (3). Triple
Negative Breast Cancer terdiagnosis dengan fenotipe triple negative (ER-/PR-/HER2-) karena tidak
mengekspresikan tiga reseptor umum, mulai dari estrogene receptor (ER), progesterone receptor (PR),
hingga hormone epidermal growth factor receptor 2 (HER2)/neu. Triple Negative Breast Cancer memiliki
karakteristik yang sangat berbeda dengan jenis kanker payudara pada umumnya karena bersifat agresif,
resisten terhadap berbagai pengobatan, tingkat proliferasi yang tinggi, dan angka harapan hidup pasien
yang rendah (4). Kanker ini juga memiliki sifat penyebaran atau metastasis yang sangat cepat, reccurency
yang tinggi, dan prognosis yang lebih buruk dibandingkan dengan kanker yang memiliki reseptor hormon
positif (5). Bahkan, TNBC menjadi subtipe kanker payudara yang paling sulit diobati sehingga jumlah
kejadian TNBC adalah 170.000 kasus per tahunnya (6).

Pada umumnya, penderita kanker di negara maju akan datang ke pelayanan kesehatan ketika
menginjak stadium awal, yaitu stadium I-II, sedangkan di negara Indonesia yang merupakan negara
berkembang, penderita memeriksakan diri ketika berada di stadium lanjut, yakni stadium III-IV. Hal ini
mendorong timbulnya kasus keterlambatan pemeriksaan dini TNBC yang notabene merupakan kanker
yang agresif dan paling sulit diobati (7).

Hingga saat ini, pengobatan yang umum dilakukan untuk TNBC adalah pembedahan dan kemoterapi.
Mastectomy radical merupakan tindakan pembedahan pada kanker payudara, termasuk TNBC, yaitu
dengan cara mengangkat seluruh jaringan payudara (8). Namun, mastectomy radical menimbulkan banyak
efek samping, seperti bentuk payudara yang berubah, terjadinya lymphedema atau pembengkakan, dan
hematoma (terkumpulnya darah pada luka). Pengobatan TNBC lainnya adalah kemoterapi. Kemoterapi
merupakan pengobatan dengan menggunakan obat-obatan kimia untuk membunuh sel kanker dengan
cepat (9). Namun, kemoterapi memiliki efek samping, yaitu tidak hanya membunuh sel kanker, tetapi juga
dapat merusak sel normal di dalam tubuh, menyebabkan rentan terhadap infeksi, rambut rontok, diare,
mual, dan memperlemah kekebalan tubuh (8). Maka dari itu, terapi terhadap target yang lebih spesifik,
minim efek samping dan toksisitas sangat diperlukan untuk meningkatkan kualitas hidup pasien TNBC.
Salah satunya yaitu menggunakan siRNA-Aptamer-PLEGP1800.

Small interfering RNA (siRNA) memiliki keunggulan dalam terapi kanker karena bersifat lebih
spesifik dalam silencing gen. siRNA akan dikonjugasi dengan aptamer dan PLEGP1800. Aptamer berfungsi
untuk meningkatkan kestabilannya dan PLEGP1800 digunakan karena memiliki sitotoksisitas yang rendah
dan mampu meningkatkan ransfeksi dan konsentrasi yang lebih efisien. siRNA-Aptamer-PLEGP1800 juga
akan dienkapsulasi dengan chitosan untuk melindungi senyawa di dalamnya dari degradasi serum,
meningkatkan bioavailabilitas, dan meningkatkan penyerapan ke gen target. Terapi berbasis teknologi
nano yang mengkombinasikan SiRNA, aptamer, PLEGP1800, dan enkapsulasi chitosan merupakan
modalitas yang menjanjikan dalam penatalaksanaan TNBC (10). Modalitas siRNA-Aptamer-PLEGP1800-
Chitosan akan dirancang spesifik dalam men-silence gen mutan p53 dan VEGF yang berperan penting
dalam patogenesis TNBC sehingga mampu meminimalisir efek samping, seperti efek dari pembedahan
dan kemoterapi, dan meningkatkan kerja modalitas. Penulisan literature review ini bertujuan untuk
mengkaji lebih dalam mengenai mekanisme dan efek klinis siRNA-Aptamer-PLEGP1800-Chitosan sebagai
terapi TNBC berbasis teknologi nano.

Metode Penulisan

Metode yang digunakan dalam penulisan literature review ini adalah kajian pustaka di mana data
yang digunakan berasal dari berbagai sumber dan literatur yang relevan, yaitu menggunakan search
engine seperti NCBI, Pubmed, dan Google Scholar. Literatur yang didapatkan selanjutnya disaring
berdasarkan kriteria inklusi dan eksklusi yang telah ditetapkan. Kriteria inklusi meliputi jurnal membahas
poin-poin pada kata kunci (TNBC, siRNA, PLGP, Chitosan), baik jurnal review artikel dan penelitian, serta
memiliki rentangan waktu jurnal maksimal sepuluh tahun terakhir. Kriteria eksklusi yaitu jurnal yang
tidak memuat informasi pada kata kunci, jurnal protocol only article, serta memiliki rentangan waktu lebih
dari sepuluh tahun terakhir, kecuali jika tidak ada penelitian terbaru yang relevan dengan referensi
tersebut. Dari 28 jurnal yang ditelaah, diperoleh 18 jurnal yang sesuai untuk dijadikan referensi pada
penulisan literature review ini. Data yang didapatkan berupa data kualitatif dan kuantitaif yang kemudian
disusun secara sistematis dan sesuai dengan masing-masing topik bahasan sehingga didapatkan simpulan
yang merepresentasikan keseluruhan isi literature review.

Copyright © 2020 Ni Putu Sri Indrani Remitha, Andreliano Yosua Rompis, Made Violin Weda Yani, I Gede Wikania Wira
Wiguna, I Gusti Ayu Stiti Sadvika, I Gusti Made Anom Darma Putra
This work is licensed under a Creative Commons Attribution-NonCommercial-ShareAlike 4.0 International License.



http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

Journal of Health Science and Prevention Vol 4 No 2 September 2020 - ISSN 2459-919x 70

Hasil Penelitian

Gambaran Umum Patogenesis TNBC

Gen p53 dan vascular endothelial growth factor (VEGF) merupakan dua marker yang memiliki peran
penting dalam patogenesis kanker payudara subtipe TNBC. Gen p53 berkontribusi dalam menentukan
siklus sel ketika DNA mengalami kerusakan dengan menahan sel untuk memasuki siklus berikutnya dan
memberikan kesempatan pada DNA untuk melakukan repair (11). Mutasi pada p53 mengakibatkan
progresi siklus sel tidak terkontrol dan memicu karsinogenesis (12). Gen mutan p53 mampu menurunkan
sensitivitas terhadap kemoterapi dan radioterapi, mampu berinteraksi dengan disabled homolog 2-
interacting protein (DAB2IP) dalam sitoplasma, mengaktivasi nuclear factor kappa B subunit (NF-Kb), dan
menentukan pensinyalan yang menginduksi invasi. Jalur NF-kB menghambat apoptosis dengan
merangsang sintesis gen antiapoptotik, seperti B-cell lymphoma 2 (BCL-2) family (12). VEGF berperan
dalam progresivitas kanker melalui angiogenesis yang diregulasi oleh mekanisme hipoksia sehingga
meningkatkan permeabilitas vaskuler pembuluh darah dan ekstravasasi protein plasma (13).

Gambaran Umum siRNA-Aptamer-PLEGP1800-Chitosan

Terapi berbasis siRNA merupakan pendekatan antikanker baru yang menjanjikan (10). Terapi
berbasis siRNA memiliki potensi besar untuk terapi kanker, termasuk TNBC. Terapi siRNA juga memiliki
beberapa keunggulan berbeda dibandingkan obat-obatan farmasi tradisional. Terlebih, siRNA merupakan
suatu mekanisme post-transcription gen silencing yang bekerja dengan memicu degradasi mRNA melalui
penempelan double-stranded RNA (dsRNA) ke dalam sel target. siRNA mampu menginhibisi ekspresi gen
yang terdapat pada sekuens spesifik melalui pemutusan mRNA yang memiliki sekuens pendek homolog
(14). Nantinya, siRNA akan dirancang dwispesifik gen mutan p53 dan VEGF sehingga mampu bekerja
dalam men-silence gen mutan p53 dan VEGF yang sangat berperan penting dalam patogenesis TNBC.

Metode terapi gene silencing dengan menggunakan siRNA merupakan metode yang memberikan
beragam kelebihan. Namun, siRNA memiliki kelemahan, yaitu ketidakstabilan molekul siRNA ketika
berada di dalam sel akibat adanya aktivitas enzim nuclease yang memecah struktur siRNA menjadi basa
nukleotidanya, molekul yang bersifat hidrofilik sehingga mudah terdegradasi, dan molekul yang harus
masuk ke dalam sel untuk melaksanakan fungsinya sehingga menyebabkan siRNA tidak dapat berfungsi
secara optimal sebagai terapi berbasis gene silencing (15). Maka dari itu, untuk meningkatkan kestabilan
siRNA dalam berikatan dengan target, siRNA akan dikonjugasi dengan Aptamer. Aptamer adalah urutan
oligonukleotida pendek untai tunggal yang terdiri dari asam nukleat dengan afinitas tinggi sehingga
efektif mengikat target spesifik yang diinginkan (16). Aptamer memiliki beragam keuntungan, yaitu
murah dan mudah dalam proses produksi, memiliki kestabilan yang tinggi, indeks terapi yang luas,
toksisitas dan imunogenik yang sangat rendah, serta berukuran kecil sehingga sangat mudah masuk ke
dalam kompartemen biologis (17).

Di sisi lain, guna mengatasi kelemahan siRNA yang mudah terdegradasi, diperlukan suatu metode
yang dapat meningkatkan konsentrasi dan transfeksi yang lebih efisien, serta memiliki sitotoksisitas yang
rendah. Poly/[bis(Lys-PEI)Glut-PEG] Copolymer (PLEGP1800) merupakan jawaban dari kelemahan
tersebut. PLEGP1800 disintesis dengan mengkonjugasi rantai PEIs LMW ke dalam poly[bis(e-Lys) Glut-
PEG] (18). PLEGP1800 akan melapisi siRNA sehingga membentuk struktur nanokompleks yang stabil,
melindungi siRNA dari degradasi serum, dan meningkatkan kemampuan kondensasi siRNA dengan asam
nukleat (19). Nanokompleks siRNA-Aptamer-PLEGP1800 akan terakumulasi dalam jaringan tumor
melalui efek permeabilitas dan peningkatan retensi (EPR) (20,21). Nanokompleks siRNA-Aptamer-
PLEGP1800 memasuki sel melalui endositosis dan melepaskan siRNA ke dalam sitoplasma melalui “efek
spons proton” (20). Nantinya, modalitas ini akan diadministrasikan secara oral karena memberikan
kenyamanan dan kemudahan pada pasien, tidak bersifat invasif, dan tidak memerlukan tenaga ahli (22).
Oleh sebab itu, guna mencegah degradasi oleh pH asam lambung, siRNA-Aptamer-PLEGP1800 akan
dienkapsulasi dengan nanopartikel chitosan.

Chitosan merupakan biopolimer paling melimpah dan berasal dari kitin alami yang umumnya
terdapat pada exoskeleton arthropoda, cangkang crustacea, serangga, dan dinding sel jamur (22). Chitosan
bersifat nontoksisitas, mucoadhesion, biocompatible, biodegradable, dan bioaktivitas yang tinggi. Chitosan
memiliki kestabilan yang tinggi dan berukuran nano (10,250 nm) sehingga dapat meningkatkan efisiensi
serta penyerapan obat ke sel target. Chitosan lebih ekonomis, murah, terdapat melimpah di alam
dibandingkan formulasi nanocarrier lipid komersial saat ini, mampu mengurangi efek samping, tidak
toksik, dan aman (21,22).

Modalitas siRNA-Aptamer-PLEGP1800-Chitosan akan diadministrasikan secara oral, diserap dalam
usus besar, didistribusikan melalui sirkulasi darah hingga mencapai target silencing-nya, lalu
diekskresikan melalui feses dan urin. Chitosan sangat tepat dijadikan sebagai enkapsulasi obat yang
diadministrasikan secara oral karena mampu melindungi molekul di dalamnya dari pH asam lambung

This article can be accessed at http: // doi.org/10.29080/jhsp.v4i2.369
National Accredited Level 3, Decree Number : 34/E/KPT/2018



71 Remitha, et al., SiIRNA Berbasis Aptamer-PLEGP1800...

yang kuat dan respons aliran darah, meningkatkan bioavailabilitas senyawa di dalamnya, serta mampu
melekat pada jaringan mukosa untuk meningkatkan penyerapan obat (21,22).

Tabel 1. Hasil Penelitian siRNA-Aptamer- PLEGP1800-Chitosan

Peneliti Jenis Penelitian Temuan Referensi
(Tahun)
Pileczki, In vitro Silencing mut-p53 dan TNF secara bersamaan (23)
dkk (2016) menyebabkan hilangnya viabilitas sel (Gambar 1B),

dimulai pada 24 jam setelah transfeksi yang diikuti

oleh peningkatan substansial setelah 48 jam.
Zhao dkk In vitro Pemberian siRNA/PLEGP1800 nanocomplex (24)
(2019) menurunkan ekspresi gen VEGF dengan toksisitas sel

yang masih dapat diterima dibandingkan kelompok

dengan PLEGP10k. siRNA/PLEGP 1800 juga memiliki

efek antiproliferatif pada sel kanker payudara MDA-

MB-231.
Braicu dkk Invitro P53siRNA  mengurangi cell index (CI) secara (18)
(2013) signifikan, = menghambat  pertumbuhan, dan
meningkatkan apoptosis sel Hs578T TNBC (p < 0,05)
Berindan, In vitro Terdapat efek kumulatif antiproliferatif dan (25)
dkk (2012) peningkatan ekspresi gen pro-apoptotic dan

penurunan ekspresi gen antipro-apoptotic dari

kombinasi EGCG dan p53siRNA
Song dkk Invitrodan invivo  Pemberian = kombinasi = PEG=MT/PC  sebagai (26)
(2018) penghantar kombinasi VEGF siRNA dan PIGF siRNA

(Siv-P)  memiliki  aktivitas  antitumor dan

antiproliferatif pada sel kanker payudara 4T1 dan

M2-TAMS. Secara in vivo, kombinasi tersebut

menghambat pertumbuhan sel
Jafari dkk Invitro Kombinasi anti mucinl aptamer (Apt) terkonjugasi (27)
(2019) nanopartikel chitosan IGF-1R siRNA menurunkan cell

viability dari sel kanker payudara SKBR3 (p < 0,0001)

dan menurunkan ekspresi gen VEGF
Yu dkk, Invitrodaninvivo  Pemberian AS1411 aptamer-liposom dikombinasikan (28)
2019 dengan paclitaxel (PTX) dan siRNA meningkatkan

jumlah sel yang mengalami apoptosis pada sel kanker

payudara MCF-7 dan menurunkan angiogenesis pada

sel tumor tikus BALB/c
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Gambar 1. Silencing gen p53 dan TNF oleh 51RNA dengan pewarnaan annexin-V and TMRE. Sel diwarnai
dengan TMRE dan Annexin-V pada 24 jam setelah transfeksi dengan satu atau kedua siRNA
untuk silencing p53 dan TNF (1A). Uji viabilitas sel dilakukan setelah 24 dan 48 jam dari
knockdown gen tunggal atau ganda p53 dan TNF dan dibandingkan dengan kontrol (1B)
(* P<0.05) (23).

Berdasarkan penelitian Pileczki, dkk pada tahun 2016 diperoleh bahwa sebagian besar sel dapat
hidup dan tidak mengalami apoptosis atau masih dalam tahap awal apoptosis (Gambar 1A). Silencing mut-
p53 dan TNF secara simultan setelah 24 jam transfeksi dilakukan sebagai pembanding untuk menentukan
sel mengalami apoptosis awal berdasarkan pewarnaan sel TMRE dan Annexin V-FITC (Gambar 1A).
Pileczki, mengukur viabilitas sel dengan uji MTT untuk menentukan apakah induksi apoptosis berkorelasi
dengan penurunan jumlah sel. Silencing mut-p53 dan TNF secara bersamaan menyebabkan hilangnya
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viabilitas sel (Gambar 1B), dimulai pada 24 jam setelah transfeksi yang diikuti oleh peningkatan
substansial setelah 48 jam. Silencing gen mut-p53 memiliki efek yang sedikit lebih kuat pada viabilitas sel
Hs578T dibandingkan dengan silencing oleh TNF siRNA (Gambar 1B) (23).

A e Hs578T cancer cell line B &. MDA-MB-231 cancer cell line
i
//,
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Gambar 2. Tingkat ekspresi gen mRNA pada dua sel TNBC, yaitu Hs578T (2A) dan MDA-MB-231 (2B) yang
dievaluasi melalui uji TagMan setelah knockdown siRNA mut-p53 dan gen TNF siRNA. Data
ditampilkan sebagai rata-rata + SEM, nilai-P direpresentasikan sebagai * P<0,05, ** P<0,01, ***
P<0,001, **** P<0,0001 (24).

Penelitian Pileczki, pada tahun 2016 menggunakan tujuh gen yang diidentifikasi mampu mengubah
level ekspresi dalam array dan dievaluasi kembali dengan uji ekspresi gen TagMan. Evaluasi ini berperan
sebagai validasi teknis percobaan array RT-PCR (Gambar 2A). Selanjutnya, Pileczki, memvalidasi temuan
pada sel TNBC yang kedua untuk melihat penghambatan siRNA mutR-p53 dan TNF pada TNBC. Tingkat
ekspresi gen TagMan dijadikan sebagai bahan evaluasi kadar mRNA dari gen yang dipilih sebelumnya.
MDA-MB-231 dipilih sebagai model kedua karena menunjukkan mutasi p53 dan tingkat ekspresi TNF yang
tinggi seperti pada sel Hs578T. Penelitian Pileczki, dkk memperoleh hasil bahwa di antara tujuh gen,
empat menunjukkan peningkatan signifikan dalam ekspresi gen di kedua sel dan satu gen menunukkan
penurunan regulasi dan dua lainnya adalah p53 dan TNF (Gambar 2B) (24).
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Gambar 3. Studi penetrasi dan aktivitas silencing dari nanokompleks siRNA/PLEGP pada sel HelLa dan
MDA-MB-231 dalam model spheroid 3D.24

Penetrasi tumor merupakan salah satu tantangan dalam pengembangan terapi kanker, khususnya
terapi berbasis teknologi nano seperti siRNA. Penelitian Zhao, dkk pada tahun 2019 mengkaji mengenai
kemampuan penetrasi nanokompleks siRNA/PLEGP dalam model spheroid 3D. Nanokompleks Cy5-
siRNA/PLEGP10k menunjukkan intensitas fluoresensi tertinggi di pusat spheroids dan penetrasi terdalam
setelah 6 jam inkubasi dengan spheroids MDA-MB-231 (Gambar 3A). Nanokompleks Cy5-
siRNA/PLEGP600 menunjukkan kemampuan penetrasi yang terbatas dan intensitas fluoresensi yang jauh
lebih lemah. Gambar 3A juga menjelaskan bahwa nanokompleks Cy5-siRNA/PLEGP1800 mampu
menembus ke dalam inti spheroid dan intensitas fluoresensi dari nanokompleks Cy5-siRNA/PLEGP10k
sekitar 63% (Gambar (Gambar 3B). Efisiensi transfeksi dari nanokompleks siRNA/PLEGP pertama Kkali
dievaluasi dalam sel HeLa karena meemiliki efisiensi transfeksi yang tinggi dan telah banyak digunakan
dalam studi transfeksi. Pertama, renilla plasmid dan luciferase ditransfusikan ke sel HeLa, kemudian diikuti
dengan transfeksi sel dengan nanokompleks luciferase siRNA/PLEGP. Sejalan dengan itu, gambar 3C
menunjukan bahwa nanokompleks luciferase siRNA/PLEGP10k mampu men-silence ekspresi dari
luciferase plasmid sebesar 85%, diikuti 71% untuk PLEGP1800, dan hanya 36% untuk PLEGP600. Di sisi
lain, efisiensi silencing sebesar 77% pada sel HeLa ditunjukkan pada kontrol positif Lipofectamine 2000
(18).
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Gambar 4. Serapan seluler dari nanokompleks siRNA / PLEGP dalam HelLa dan MDA-MB-231 sel
menggunakan flow cytometry dan confocal microscopy. siRNA diberi label dengan Cy5 untuk
analisis fluoresensi menggunakan flow cytometry (4A, 4B) dan confocal microscopy (4C, 4D).
Intensitas fluoresensi sel HelLa (4A) dan sel MDA-MB-231 (4B) yang mengambil
nanokompleks siRNA/PLEGP. Gambar confocal representatif dari sel HeLa (4C) dan MDA-MB-
231 sel (4D) yang obati dengan nanokompleks siRNA. Bilah skala mewakili 20 pm. Co-
lokalisasi dari Cy5-siRNA dan Lysotracker dalam sel HeLa (4E) dan MDA-MB-231 sel (4F)
dihitung secara kuantitatif menggunakan Image]. Data hasil disajikan sebagai rata-rata + SD (n
=3). (*P <0,05; * P <0,01) (18).

Penelitian Zhao, menunjukkan beberapa perbedaan dalam serapan seluler nanokompleks
siRNA/PLEGP dalam sel HeLa dan MDA-MB-231 yang dianalisis menggunakan flow cytometry dan confocal
microscopy (24). Berat molekul PEI dalam polimer sangat berkorelasi dengan serapan seluler dari
nanocompleks siRNA/PLEGP. Penelitian Zhao, dkk memperoleh hasil bahwa serapan seluler PLEGP10k
jauh lebih tinggi daripada Lipofectamine 2000 dalam sel HeLa dan MDA-MB-231. Sebaliknya, PLEGP600
diduga bukan merupakan kandidat yang baik untuk pengiriman siRNA karena PLEGP600 menunjukkan
serapan terendah dalam sel terlepas dari keamanannya. Di sisi lain, confocal microscopy juga digunakan
untuk menentukan distribusi intraseluler dari nanokompleks siRNA/PLEGP pada sel HeLa (Gambar 4C)
dan MDA-MB-231 (Gambar 4D) sel. Hal ini menunjukkan hasil yang konsisten dengan data dari analisis
flow cytometry. Nanokompleks siRNA / PLEGP10k menunjukkan serapan seluler tertinggi pada sel HeLa
dan MDA-MB-231, sedangkan siRNA/PLEGP1800 menunjukkan serapan seluler yang sama dengan
Lipofectamine 2000, dan nanokompleks (18).
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Pembahasan

Penggunaan modalitas berbasis siRNA-Aptamer-PLEGP1800-chitosan memiliki efek yang
menjanjikan sebagai modalitas terapi triple negative human breast cancer (TNBC). Hasil penelitian Zhao,
dengan menggunakan VEGF siRNA yang dihantar oleh biocompatible linear copolymer poly[bis(e-Lys-
PENGIut-PEG] (PLEGP) untuk terapi TNBC secara in vitro menunjukkan bahwa Kkompleks
siRNA/PLEGP1800 secara signifikan menghambat migrasi dan invasi sel TNBC. Hasil uji ELISA
menunjukkan kelompok yang diberikan VEGF siRNA/PLEGP1800 menunjukkan adanya penurunan
ekspresi gen VEGF sebesar 78%,  walaupun pemberian atau kombinasi dengan PLEGP10k
memperlihatkan hasil sebesar 88%. Kelemahan yang ditunjukkan oleh PLEGP10K adalah tingginya
toksisitas sel yang dihasilkan sedangkan PLEGP1800 cenderung tidak menimbulkan toksisitas sel yang
signifikan. Hasil uji proliferasi sel dan HUVEC tube formation menunjukkan bahwa VEGF
siRNA/PLEGP1800 secara signifikan menghambat proliferasi cell line MDA-MB-231 dengan persentase
73,1% selama 48 jam dan 67% sebesar 72 jam (24).

Penelitian yang dilakukan oleh Braicu secara in vitro menunjukkan bahwa pemberian terapi
p53siRNA memberikan dampak positif untuk terapi TNBC. Braicu, menggunakan cell line Hs578T dan
p53siRNA yang telah dicampurkan dengan 5 ML siPORT NeoFX. Selanjutnya, dilakukan scanning dengan
menggunakan xCELLIgence systems, analisis apoptosis dengan menggunakan flow cytometry dan Hoechst
3334 staining, evaluasi protein melalui immunoblotting dan analisis gen-gen terkait dengan menggunakan
PCR array (18). Hasil yang didapatkan dari xCELLigence system menunjukkan bahwa p53siRNA (50 Nm)
pada Hs578T Triple Negative Breast Cancer bahwa p53siRNA memiliki efek penghambat dalam
pertumbuhan sel Hs578T. Penggunaan CIM-plate16 juga menunjukkan adanya hambatan dari migrasi sel
pada interval waktu 0 sama 30 jam setelah diberikan p53siRNA. Adapun hasil dari flow cytometry dan
Hoechst 3342 staining menunjukkan apoptosis sel meningkat secara signifikan dengan pemberian terapi
p53siRNA (P < 0,05). Adanya peningkatan aktivitas apoptosis kemudian dievaluasi lebih lanjut dengan
immunoblotting yang menunjukkan bahwa p53siRNA menginduksi apoptosis dengan meregulasi protein
p53. Hasil PCR menunjukkan adanya aktivitas apoptosis yang tinggi dan antiproliferasi dari pemberian
p53siRNA ditekankan pada peran BCL-2 pro-apoptotic gen. Selain itu, terdapat dua gen lain, yaitu BAD dan
BAK1 yang juga memiliki peranan penting. Adanya peningkatan ekspresi BAK1 dan BAD ternyata dapat
meningkatkan sensitivitas agen kemoterapi dan memicu apoptosis lewat intrinsic pathway (18).

Penelitian yang dilakukan oleh Berindan-Nagoel, tahun 2012 secara in vitro menunjukkan bahwa
kombinasi pemberian epigallocatechin-3-gallate (EGCG) dan p53siRNA menunjukkan adanya kumulatif
efek antiproliferasi, aktivasi beberapa pro-apoptotic gen dan terhambatnya ekspresi anti-apoptotic protein
dibandingkan dengan pemberian kedua agen tersebut tanpa dikombinasi. Hasil dari uji MTT assay
menunjukkan pemberian kombinasi agen terapi siRNA dan EGCG memberikan efek antiproliferatif pada
72 jam lebih tinggi sesudah pemberian dibandingkan pemberian kedua agen tanpa kombinasi serta
kelompok kontrol yang digunakan (siPORT neoFX). Adanya efek antiproferatif ini juga dikaitkan dengan
kemampuan p53 dan EGCG dalam meningkatkan ekspresi gen pro-apoptotic seperti BAD, BAX, BCL2L1,
BCL2L2, MCL1 dan NOL3. Selain itu, efek p53 siRNA dan EGCG diketahui juga menurunkan ekspresi gen-
gen anti pro-apoptotic seperti TNF family, TRAF dan CARD (25).

Selain target gen p53, target gen VEGF juga menjadi sasaran yang menjanjikan dalam pengobatan
kanker, khususnya kanker payudara. Penelitian Song tahun 2018 yang menggunakan modalitas siRNA
dengan target gen VEGF dan PIGF yang digabungkan dengan polyethylene glycol (PEG) dan mannose
modified trimethyl chitosan conjugate (PEG=MT) serta anionic poly-(allylamine hydrochloride)-citraconic
anhydride (PAH-Cit, PC) menunjukkan bahwa kombinasi PEG=MT/PC NPs menunjukkan pelepasan siRNA
intraselular secara efektif sehingga berdampak pada penurunan ekspresi gen sel target yang efisien. Hasil
dari penelitian secara in vitro, menunjukkan bahwa kombinasi nanopartikel PEG =MT/PC memiliki
kemampuan untuk mencapai sel target dalam sel. Kombinasi nanopartikel tersebut dapat menurunkan
ekspresi gen VEGF sebesar 63,65% dan 60,1% pada cell line 4T1 dan 16,0% dan 52,7% pada macrophage
plasticity induces M2 like tumor-associated macrophages (M2-TAMs). Hasil uji MTT assay untuk melihat
efek berkurangnya ekspresi gen PIGF dan VEGF didapati pemberian kombinasi nanopartikel
PEG=MT/PC/siV-P paling efektif menghambat proliferasi dengan sel viabilitas sebesar 46,2% pada sel 4T1
(26).

Penelitian Song, juga melakukan peneltiian secara in vivo dengan menggunakan tikus dengan kanker
payudara (in situ model) yang diberikan perlakuan pemberian kombinasi nanopartikel setiap 4 hari
dengan dosis 200 ug siRNA selama 30 hari. Adapun pemberian kombinasi nanopartikel VEGF siRNA dan
PIGFsiRNA dapat menunjukkan adanya hambatan pertumbuhan tumor sebesar 60,8% dan 69,5%,
walaupun tidak sebesar jika kedua siRNA ini digabungkan. Selanjutnya, uji metastasis ke paru
menunjukkan pemberian kombinasi nanopartikel siRNA VEGF dan siRNA PIGF menghambat metastasis
jika dibandingkan dengan kelompok lain tanpa siRNA sedangkan kombinasi kedua siRNA (VEGF dan PIGF)
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memberikan hasil yang lebih signifikan. Dari peneltian ini diketahui, pemberian terapi dengan
mengkombinasi siRNA dengan PEG yang dienkapsulasi chitosan memiliki efek yang lebih baik dalam
menekan pertumbuhan dan metastasis kanker payudara lewat penurunan ekspresi gen VEGF dan PIGF
(26).

Selain penelitian-penelitian sebelumnya, beberapa lain penelitian yang mengkombinasi siRNA-
Aptamer-PLEGP-chitosan juga memiliki hasil yang cukup signifikan untuk dijadikan dasar pengembangan
kombinasi ini untuk terapi TNBC ke depannya. Penelitian Jafari tahun 2019 yang menggabungkan
Docetaxel (DTX) dan IGF-1R siRNA ke dalam Anti-Mucinl Aptamer (Apt) yang dikonjugasi dengan
nanopartikel chitosan (NP) menunjukkan bahwa gabungan aptamer dan nanopartikel meningkatkan
uptake selular dan menunjukkan adanya augmented effect. Hasil evaluasi MTT bioassay menunjukkan
semua kelompok uji yang menggunakan aptamer yang digabungkan dengan nanopartikel chitosan
menurunkan secara signifikan cell viability dari cell line SKBR3 (NP-Apt- DTX (p< 0,0001), NP-Apt-DTX (p
< 0,05), dan NP-Apt-DTX-siRNA (p< 0,0001)) setelah 24 jam pemberian. Dari hasil uji ekspresi gen,
didapati pemberian Np-Apt-siRNA secara signifikan (p < 0,0001) menurunkan ekspresi gen dari IGFR
pada SKBR3 setelah 24 jam jika dibandingkan dengan kontrol grup setelah 24 jam pemberian. Pemberian
kombinasi NP-siRNA, NP-DTX, NP-DTX-siRNA juga secara signifikan menurunkan ekspresi dari gen STAT3
pada sel SKBR3 setelah 24 jam (p < 0,001, p <0,001), dan p < 0,0001). Selain itu, pemberian kombinasi
NP-siRNA, NP-DTX, dan NP-DTX-siRNA juga menurunkan ekspresi gen VEGF pada SKBR3 pada 24 jam dan
48 jam sesudah pemberian (p < 0,0001). Adapun uji ekspresi gen MMP9, juga menunjukkan bahwa
pemberian kombinasi baik NP-siRNA, NP-DTX, NP-DTX-siRNA secara signifikan menurunkan ekspresi gen
MMP9 pada sel SKBR3 sesudah 24 jam jika dibandingkan dengan kelompok kontrol (p <0,001, p< 0,001,
dan p < 0,0001) (27).

Kombinasi aptamer, siRNA dan lipid carrier/liposom juga memiliki dampak positif yang dapat
dijadikan potensi kedepannya. Penelitian yang dilakukan Yu tahun 2019 yang menguji pemberian agen
kemoterapi paclitaxel (PTX) bersamaan dengan kombinasi aptamer AS1411-liposom dan PLK1siRNA pada
sel kanker payudara MCF-7 menunjukkan terjadi peningkatan jumlah sel yang mengalami apoptosis dan
penurunan angiogenesis. Hasil uji ekspresi gen dengan RT-PCR, pemberian aptamer AS1411 liposom yang
dikombinasikan dengan paclitaxel serta siRNA (AS1411/Lipo-PTX-siPLK1) dengan dosis siRNA (100
nmol), PTX (0,5 mg) menunjukkan terjadinya penurunan ekspresi mRNA PLK1 sebesar 79%. Hasil analisis
western blot menunjukkan 48 jam setelah transfeksi didapati penurunan ekspresi protein PLK1 (28).

Selain itu, Yu juga melakukan penelitian secara in vivo dengan menginjeksi sel MCF-7 (3 x 106) pada
tikus putih BALB/c sebagai model xenograft kanker payudara.. Tikus-tikus dengan ukuran tumor 100
mm3 kemudian dibagi menjadi 3 kelompok perlakuan yaitu kelompok dengan liposom, paclitaxel, dan
PLK1siRNA (Ctr/Lipo-PTX-siPLK1), kelompok aptamer AS1411/, liposom, paclitaxel, dan siRNA
(ASI411/Lipo-PTX-siPLK1 serta kelompok dengan liposom saja sebagai kontrol. Setelah 21 hari
pemberian atau terapi didapatkan kelompok dengan pemberian S1411/Lipo-PTX-siPLK1 menunjukkan
efek antitumor yang lebih kuat dibandingkan dengan kelompok lainnya yang ditandai dengan ukuran
tumor yang lebih kecil. Selain itu, hasil analisis imunohistokimia menunjukkan pemberian AS1411/Lipo-
PTX-SiPLK1 menghambat angiogenesis. Penggunaan modalitas yang digunakan Yu dengan
mengkombinasikan paclitaxel, aptamer AS1411, liposom dan PLK1 didasarkan oleh paclitaxel sebagai
agen kemoterapi kanker payudara utama tapi memiliki kelemahan berupa sukar larut dalam air, resistensi
pengobatan dan efek samping dosis berlebih. Adapun liposom dan aptamer digunakan untuk
meningkatkan waktu paruh, dan afinitas terhadap sel target sedangkan PLK1siRNA digunakan karena
PLK1 juga merupakan salah satu proto-onkogen yang diekspresikan secara berlebih pada kanker
payudara (28).

Simpulan dan Saran

Berdasarkan penjelasan tersebut, dapat disimpulkan bahwa silencing gen mutan p53 menggunakan
modalitas siRNA-Aptamer-PLEGP1800-Chitosan dapat menekan proliferasi sel kanker yang tidak
terkontrol dan menginduksi terjadinya apoptosis dengan meningkatkan pelepasan faktor pro-apoptosis.
Silencing VEGF menggunakan modalitas siRNA mampu menghambat ekspresi faktor VEGF dan HIF-a
sehingga mencegah angiogenesis melalui penurunan regulasi molekul yang terlibat dalam angiogenesis.
siRNA-Aptamer-PLEGP1800 yang dienkapsulasi chitosan memiliki kelebihan berupa kestabilan yang tinggi
dan berukuran nano (10,250 nm) sehingga dapat meningkatkan efisiensi serta penyerapan obat ke sel
target. Dengan demikian, siRNA-Aptamer-PLEGP1800 merupakan modalitas terapi kuratif berbasis
teknologi nano yang sangat menjanjikan. Oleh sebab itu, diperlukan penelitian yang lebih mendalam
terkait pemilihan dosis, lama terapi, kombinasi yang tepat, dan efek samping lebih lanjut dari siRNA-
Aptamer-PLEGP1800 dalam penatalaksanaan TNBC
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