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ABSTRAK

Kanker ovarium mengalami peningkatan insidensi dan kematian yang disebabkan oleh kesulitan dalam mendeteksi
kanker pada stadium awal dan belum ada uji skrining yang efektif untuk kanker ovarium. Dibutuhkan metode deteksi yang
memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi berupa biomarker yang bersirkulasi di dalam plasma darah berupa
mikroRNA. Deteksi melalui mikroRNA diharapkan dapat meminimalkan rasa sakit atau minimal invasif. Penelitian
analisis profil mikroRNA yang berperan dalam kanker ovarium perlu dilakukan untuk mendapatkan biomarker deteksi
awal minimal invasif kanker ovarium yang tepat. Analisis profil ekspresi mikroRNA pada kanker ovarium dilakukan
dengan isolasi plasma darah, sintesis cDNA, dan gRT-PCR sampel yang disatukan, dan gPCR miR-320c. Profiling
mikroRNA pada kanker ovarium dilakukan dengan metode pooling sampel, kemudian dilanjutkan dengan kuantifikasi
mikroRNA yang mengalami peningkatan dan penurunan paling signifikan secara individu sampel. Hasil analisis profil
ekspresi mikroRNA pada kanker ovarium menunjukkan peningkatan ekspresi miR-320c baik pada serous maupun pada
mucinous. Hasil kuantifikasi ekspresi individu menunjukkan penurunan ekspresi miR-320c pada stadium awal dan
peningkatan yang signifikan miR-320c pada stadium lanjut kanker ovarium. Penelitian ini menunjukkan bahwa ekspresi
mikroRNA dapat berbeda-beda pada masing-masing orang.

Kata kunci : kanker ovarium., miR-320c., profil ekspresi., minimal invasif
ABSTRACT

The increase of incidence and death rate of ovarian cancer is caused by the difficulty and the absence of
effective screening method to detect its early stages. Therefore, necessary to find the detection method which is
highly sensitive and specific by using particular circulating biomarker in the blood plasma; microRNA. Detection
method by microRNA is minimally invasive-expected. In the purpose to get an accurate biomarker candidate
detects invasive minimum, an analytical research of microRNA profile causing the ovarian cancer is required.
Analysis of microRNA expression profile in the ovarian cancer was started by isolating the blood plasma, cDNA
synthesis, gPCR pooling samples, and real time gPCR of miR-320c. The profiling of microRNA of the ovarian
cancer used the sample pooling method, then was followed by quantifying the significantly increased and
decreased microRNA over individual sample. The result of microRNA expression profile in the ovarian cancer
type of serous and mucinous showed that the maximum increased expression of miR-320c. The result of
guantification of individual expression showed decrease of miR-320c expression in the early stages of ovarian
cancer but significantly increase of miR-320c expression in the late stages of ovarian cancer. This research
showed that the expression of microRNA has differences in each patient.

Keywords : ovarian cancer., miR-320c., expression profile., minimally invasive

http://ojs.unud.ac.id/index.php/eum Page 12
doi:10.24843.MU.2024.V13.i01.P03



EKSPRESI DINAMIS MIR-320C PADA KANKER OVARIUM... Reny Guspratiwil*, Aprilia Indra Kartika2, Siti Nur Chasanah3,
Akbar Satria Fitriawan3, Dewi Sahfitri Tanjung2, Meutia Srikandi Fitria2, Ferdinan Krisna Pukan3, Rizky Oktriani4, Addin
Trirahmanto5, Heru Pradjatmo5, Teguh Aryandono6, Sofia Mubarika Haryana7

PENDAHULUAN

Tingkat kejadian dan kematian yang disebabkan oleh
kanker ovarium meningkat di Indonesia disebabkan oleh
kesulitan dalam mendeteksi kanker pada stadium awal serta
belum ada uji skrining yang efektif pada kanker ovarium.!
Kanker ovarium stadium awal hanya bisa terdeteksi sebesar
20%, sementara 80% lainnya berhasil dideteksi ketika sudah
mengalami metastasis ke daerah peritoneum.? Menurut
Engel et al.® pada tahun 2002, pertahanan pasien dapat
ditingkatkan hingga 95% jika kanker ovarium berhasil
dideteksi pada stadium awal.

Beberapa metode deteksi awal kanker ovarium yang
pernah digunakan antara lain pemeriksaan pelvis secara
berkala, ultrasound transvaginal, biomarker serum CA-125,
serta biopsi jaringan. Metode deteksi tersebut memiliki
kekurangan pada sensitivitas dan spesifisitas, menambah
rasa sakit yang diderita pasien, serta masih belum dapat
mendeteksi stadium awal kanker ovarium dengan baik.*®
Oleh karena itu, dibutuhkan metode deteksi minimal invasif
yang memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang tinggi
berupa biomarker yang bersirkulasi di dalam plasma darah,
sehingga mudah untuk mengetahui perubahan pembentukan
kanker ovarium sejak awal. Salah satu kandidat biomarker
untuk deteksi kanker ovarium adalah mikroRNA.

MikroRNA merupakan non-coding single strand RNA
yang meregulasi ekspresi gen melalui interaksi komplemen
dengan daerah 3’UTR mRNA.® MikroRNA meregulasi
MRNA target dengan mendegradasi atau menekan ekspresi
mRNA tersebut.” Perubahan ekspresi mikroRNA di dalam
sel dapat memengaruhi aktivitas mRNA yang diregulasi
oleh mikroRNA, sehingga menimbulkan abnormalitas pada
perkembangan sel.?

MikroRNA dapat digunakan sebagai biomarker karena
dikeluarkan oleh sel tumor ke sirkulasi dan dapat dideteksi
pada cairan tubuh seperti urin, darah, serum, plasma, dan
saliva. MikroRNA yang bersirkulasi di dalam tubuh berada
dalam kondisi stabil dan tahan terhadap suhu tinggi, pH
ekstrim, dan aktivitas RNAse. Hal tersebut dikarenakan
mikroRNA berada di dalam vesikel yang disebut eksosom
yang menjaga mikroRNA dari degradasi. Dengan demikian,
mikroRNA merupakan kandidat biomarker minimal invasif
yang sangat potensial untuk mendiagnosis kejadian
kanker.%10

MikroRNA memiliki ekspresi yang spesifik pada setiap
etnis.’ Oleh karena itu, perlu dilakukan penelitian analisis
profil mikroRNA pada kanker ovarium di Indonesia untuk
mengetahui ekspresi mikroRNA pada populasi Indonesia.
Penelitian dilakukan bersifat eksploratif untuk mengetahui

http://ojs.unud.ac.id/index.php/eum
doi:10.24843.MU.2024.V13.i01.P03

ekspresi  mikroRNA secara keseluruhan. Pengukuran
ekspresi individu dilakukan untuk melihat perbedaan
ekspresi mikroRNA dengan hasil profiling metode pooling,
sehingga dapat menambah database kandidat biomarker
deteksi awal kanker ovarium di Indonesia.

BAHAN DAN METODE

Sampel Pasien

Sampel penelitian diambil dari pasien yang
terdiagnosis kanker ovarium sebelum menerima perlakuan,
seperti  kemoterapi, radioterapi, maupun imunoterapi.

Sampel darah pasien didapat dari pembuluh vena tepi
sebelum operasi sebanyak 5 mL, sedangkan untuk kontrol
sehat, didapat dari volunteer berjenis kelamin wanita dengan
usia sekitar 20 hingga 70 tahun yang sehat dan belum
pernah mendapat pengobatan kanker. Ethical clearance
didapat dari institusi dan informed consent ditandatangi oleh
individu yang menjadi subjek penelitian. Sampel darah yang
dikumpulkan berjumlah 17 sampel mucinous, 13 sampel
serous, dan 30 sampel sehat.

Ekstraksi RNA
Ekstraksi RNA dilakukan dengan prosedur sesuai

protokol miRCURY RNA Isolation Kit-Biofluid (Exigon,
Vedbaek, Denmark). Sampel darah yang digunakan untuk
ekstraksi RNA diambil sebanyak 5 mL dari darah pasien
sebelum operasi.

Sintesis cDNA

Hasil ekstraksi RNA digunakan selanjutnya untuk
sintesis cDNA yang mengikuti protokol universal cDNA
synthesis kit Il 8-64 rxns (Exiqon, Vedbaek, Denmark).
Campuran reagen dan RNA dimasukkan ke dalam thermal
cycler Biorad C1000 dengan program inkubasi selama 60
menit pada suhu 42 °C, inaktivasi reverse transkriptase
selama 5 menit pada suhu 95 °C, dan didinginkan pada suhu
4°C.

Kuantifikasi miR-320c dengan gRT-PCR

Berdasarkan hasil analisis profiling, miR-320c yang
mengalami  peningkatan signifikan dikuantifikasi dari
masing-masing sampel pasien.  Kuantifikasi miR-320c
dilakukan 2 ulangan (duplo). MikroRNA yang digunakan
sebagai reference gene yaitu Hsa-let-7. Master mix dibuat
dengan mencampurkan 5 pL SYBR Green master mix, 1 pL
primer PCR, dan 4 pL cDNA yang sudah diencerkan.
Primer PCR yang digunakan untuk Has-miR-320c: AAA
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AGC UGG GUU GAG AGG GU dan Has-let-7a: UGA
GGU AGU AGG UUG UAU AGU U.

Program real time gPCR diatur pada mesin Biorad
CFX 96 (Bio-Rad, Laboratories, Inc, California, USA)
sebagai berikut: denaturasi pada suhu 95 °C selama 10
menit, amplifikasi pada suhu 95 °C selama 10 detik
sebanyak 40 siklus, ramp-rate 1,6 °C/s optical read pada
suhu 60 °C selama 1 menit dan analisis kurva leleh. Analisis
hasil gRT-PCR menggunakan software CFX Manager™ 96
(Bio-Rad, Laboratories, Inc, California, USA). Perubahan
ekspresi miR-320c dibandingkan dengan Has-Let-7 sebagai
reference gene dan dihitung menggunakan rumus Livak.?

Analisis Statistika

Analisis statistika dilakukan dengan menggunakan
SPSS 20. Perbedaan rerata ekspresi miR-320c antara sampel
kanker ovarium dan kontrol sehat digunakan uji independent
T-test jika data terdistribusi normal atau uji non parametrik
Mann Whitney jika data terdistribusi tidak normal. Uji
statistik yang digunakan menggunakan tingkat kepercayaan
p < 0,05 dan rentang kepercayaan 95%.

HASIL

Lembar Ethical clearance penelitian analisis profil
mikroRNA menggunakan plasma darah disetujui tanggal 2 Mei
2016 dengan nomor surat KE/FK/423/EC/2016. Sampel yang
digunakan sebanyak 13 sampel serous, 17 sampel mucinous, dan
30 sampel sehat.

Hasil analis profil ekspresi mikroRNA dengan metode

pooling sampel menunjukkan miR-320c mengalami
peningkatan ekspresi. Peningkatan ekspresi miR-320c
sebanyak 1.082 kali pada serous dan 1.896 kali pada
mucinous dibandingkan dengan kontrol sehat. Ekspresi
miR-320c pada sampel individu mengalami penurunan
sebanyak 22 sampel pasien dengan tipe histologi serous
maupun mucinous. Peningkatan ekspresi hanya terjadi pada
8 pasien kanker ovarium tipe histologis serous dan
mucinous stadium 1A, IC, IC2, dan IC3. (Tabel 1).
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Tabel 1. Ekspresi miR-320c pada kanker ovarium

SAMPEL Ekspresi Keterangan Stadium
ovp 8 -2,77 Serous VB
ovp 84 1,18 Serous IC
ovpll -1,20 Serous nc
ovp 12 -5,21 Serous IC3
ovp 91 1,67 Serous IC
ovp 15 3,19 Serous IC3
ovp 102 -24,55 Serous nc
ovp 17 -4,79 Serous lnc
ovp 104 -3,42 Serous IC
ovp 20 -1,09 Serous Inc
ovp 105 -1,79 Serous IC
ovp 106 -1,12 Serous 1B
ovp 82 -2,44 Serous A
ovp 3 -6,53 Mucinous IA
ovp 69 -18,02 Mucinous e
ovp 13 1,22 Mucinous IA
ovp 79 1,59 Mucinous IC2
ovp 14 1,55 Mucinous IC
ovp 86 -14,06 Mucinous mc
ovp 19 1,72 Mucinous IC3
ovp 90 -1,66 Mucinous IC
ovp 93 -2,48 Mucinous IvC
ovp 27 1,42 Mucinous IC3
ovp 97 -3,50 Mucinous IC
ovp 46 -1,82 Mucinous IC
ovp 109 -2,63 Mucinous IC3
ovp 62 -1,46 Mucinous IA
ovp 95 -9,86 Mucinous IC
ovp 108 2,73 Mucinous I
ovp 61 -5,01 Mucinous nc
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Secara rerata, eskpresi miR-320c mengalami
penurunan sebesar 1,98 kali jika dibandingkan dengan
kontrol sehat (Tabel 2). Tanda minus (-) menunjukkan
terjadi penurunan ekspresi mikroRNA. Penurunan ekspresi
miR-320 menjadi signifikan dengan p = 0,000 dibandingkan
dengan kontrol sehat.

Tabel 2. Ekspresi relatif miR-320c antara kanker ovarium
dan kontrol sehat

Sampel ACq AAC | p value* Fold
(MeanzS q Change (2
D) AACq)
(-1/FC)
Kanker
+
Ovarium 36258_ 0,503175 (-
(n=30) ' 0,000 1,98738)
0,99
Kontrol 228+
Sehat 004
(n=30) '

*p<0,05 data berbeda signifikan

PEMBAHASAN

MikroRNA-320c menunjukkan peningkatan yang sangat
signifikan, yaitu mencapai 1.082 kali pada tipe histologi serous
dan 1.896 kali pada mucinous. Peningkatan ekspresi miR-320c
menjadi temuan baru dalam profil ekspresi mikroRNA pada
kanker ovarium, karena belum ada laporan penelitian sebelumya
yang menunjukkan ekspresi miR-320c pada kanker ovarium.
MikroRNA-320c  diketahui mengalami peningkatan pada
Hepatocellular Carcinoma yang diikuti dengan peningkatan
metastasis dan proliferasi.'3

Perbedaan hasil ekspresi profiling dengan kuantifikasi
miR-320c secara individu disebabkan oleh ekspresi miR-
320c yang sangat heterogen antar sampel individu.
Kelimpahan sekuens yang tinggi pada mikroRNA tertentu
dan tingkat heterogenisitas yang tinggi menyebabkan sinyal
mikroRNA tersebut terdeteksi tinggi.** Hal tersebut terlihat
dari hasil kuantifikasi ekspresi miR-320c pada sampel
individu yang menunjukkan peningkatan dan penurunan
yang signifikan. Perbedaan hasil kuantifikasi secara individu
menunjukkan bahwa setiap individu memiliki gambaran
ekspresi mikroRNA sendiri sehingga sangat dibutuhkan
personalized medicine.

Hasil kuantifikasi ekspresi miR-320c secara individu
menunjukkan kemungkinan ekspresi miR-320c yang
dinamis atau memiliki dual role yaitu sebagai onkomiR dan
tumor suppressor. Peningkatan miR-320c pada stadium
awal menunjukkan perannya yang kemungkinan sebagai
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onkomiR sedangkan penurunan miR-320c pada stadium
lanjut menunjukkan perannya sebagai mikroRNA tumor
suppressor. MikroRNA-320c memerlukan penelitian lebih
lanjut dengan melihat ekspresi mMRNA ditarget dan perannya
dalam kejadian kanker ovarium. Gen mRNA yang ditarget
oleh miR-320c antara lain GNAI1l, SMARCC1, CDKS®,
SOX4, FOXM1, dan FOXQ1. MikroRNA-320c ditemukan
mengalami  peningkatan ekspresi pada hepatocellular
carcinoma (HCC) vyang diikuti dengan peningkatan
metastasis dan proliferasi. MikroRNA-320c menarget gen
guanine nucleotide binding protein G(i), a-1 subunit atau
GNAIL yang berperan dalam menghambat metastasis dan
proliferasi sel. Peningkatan ekspresi miR-320c pada HCC
menyebabkan penurunan ekspresi gen GNAI1 sehingga
metastasis dan proliferasi meningkat.** Peningkatan miR-
320c juga ditemukan pada sel kanker pankreas yang resisten
terhadap gemcitabine melalui mekanisme SMARCC1 yaitu
suatu komponen dari chromatin remodeling complex Gen
SMARCC1 berperan sebagai tumor suppressor pada
kejadian kanker pankreas.'®

Peningkatan ekspresi miR-320c pada 8 sampel pasien
stadium awal kemungkinan disebabkan oleh ekspresi
mikroRNA pada setiap orang yang dipengaruhi oleh subtipe
tumor, data Klinis, serta kemoresisten.’® Peningkatan
ekspresi tersebut juga kemungkinan berhubungan dengan
protein yang berperan dalam metastasis, seperti ZEB1 yang
menekan E-cadherin. Penurunan miR-320c pada stadium
lanjut memiliki hubungan dengan metastasis pada kanker
ovarium karena terjadi penurunan E-cadherin. Protein E-
cadherin merupakan molekul yang berperan dalam adhesi
sel pada jaringan epitel. Terdapat pada permukaan sel epitel
dan berperan penting pada kontak antar sel. Penurunan
ekspresi E-cadherin berhubungan dengan peningkatan invasi
dan metastasis tumor.l” Oleh karena itu, perlu dilakukan
penelitian lebih lanjut tentang ekspresi miR-320c pada
berbagai stadium kanker ovarium dan hubungannya dengan
ekspresi protein ZEBL1 serta E-cadherin.

SIMPULAN DAN SARAN

Terjadi peningkatan ekspresi miR-320c pada 8 sampel
stadium awal kanker ovarium sedangkan pada stadium lanjut
terjadi  penurunan  ekspresi. Peningkatan eskpresi  bisa
dihubungkan ngan sifat miR-320c sebagai onkomiR pada
stadium awal dan sebagai tumor suppressor pada stadium lanjut.
Perbedaan tersebut dapat menjadikan miR-320c sebagai kandidat
biomarker pembeda atara stadium awal dan lanjut kanker
ovarium.

Perlu dilakukan penelitian lebih lanjut tentang ekpsresi miR-
320c pada berbagai stadium kanker ovarium untuk melihat
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perbedaan ekspresi miR-320c pada setiap stadium kanker
ovarium. Serta perlu penelitian lebih lanjut tentang ekspresi
mikroRNA pada tipe histologis endometrioid dan clear cell agar
didapatkan profil ekspresi mikroRNA pada ke-empat tipe
histologis kanker ovarium di Indonesia.
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