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ABSTRAK

RNAi memiliki peranan penting dalam menahan laju
perkembangan kanker dengan focus pada efek knockdown
terhadap ekspresi gen. Analisis literatur baru dilakukan untuk
menyajikan tinjauan komprehensif tentang mekanisme RNAi dan
implikasinya dalam menghambat perkembangan kanker. Artikel
ini menyoroti berbagai strategi RNAi yang digunakan untuk
menargetkan gen-gen kunci yang terlibat dalam proses kanker
dan meninjau dampaknya terhadap regulasi ekspresi gen. Selain
itu, artikel ini membahas kemajuan terbaru dalam pengembangan
terapi RNAiI dan potensinya sebagai pendekatan yang
menjanjikan dalam pengobatan kanker. Dengan menyoroti
keunggulan dan batasan teknik knockdown, artikel ini merangkum
pentingnya penelitian dalam mengarahkan pengembangan terapi
yang lebih efektif dan canggih untuk pengobatan kanker.

Kata Kunci: Ekspresi gen, Kanker, Knockdown, RNAI, terapi

ABSTRACT

RNA interference (RNAI) plays a crucial role in restraining
the progression of cancer, focusing on the knockdown effect on
gene expression. A recent literature analysis was conducted to
provide a comprehensive review of the RNAiI mechanism and its
implications in inhibiting cancer development. This article
highlights various RNAi strategies used to target key genes
involved in the cancer process and reviews their impact on gene
expression regulation. Additionally, the article discusses recent
advances in RNAI therapy development and its potential as a
promising approach in cancer treatment. By highlighting the
advantages and limitations of knockdown techniques, this article
summarizes the importance of research in directing the
development of more effective and advanced therapies for cancer
treatment.

Keywords: Cancer, Gene expression, Knockdown, RNAI, therapy

PENDAHULUAN

Kanker tetap menjadi tantangan utama dalam dunia
medis, dengan angka kejadian yang terus meningkat dan
dampaknya yang merugikan terhadap kesehatan manusia.'
Meskipun kemajuan signifikan telah dicapai dalam diagnosis dan
terapi kanker, diperlukan pendekatan yang lebih inovatif dan
terarah untuk mengatasi kompleksitas biologis penyakit ini. Salah
satu pendekatan yang menarik perhatian dalam bidang terapi
kanker adalah penggunaan RNA interferensi (RNAi), sebuah
mekanisme alami yang dapat digunakan untuk mengontrol
ekspresi gen.4®
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Dalam beberapa tahun terakhir,
penelitian intensif telah mengungkapkan peran
penting RNAi dalam menghambat pertum-
buhan kanker dengan menargetkan ekspresi
gen yang terlibat dalam proses kanker. Teknik
RNAi memungkinkan penurunan spesifik dalam
ekspresi gen, yang dikenal sebagai knock-
down, yang dapat menyebabkan penekanan
aktivitas gen tertentu yang berkontribusi pada
perkembangan tumor.>8"" Efek knockdown
pada ekspresi gen telah menawarkan wawasan
baru tentang mekanisme kritis yang mengatur
proliferasi sel kanker dan pembentukan
tumor.12-16
Dalam konteks ini, review ini bertujuan untuk
menyajikan gambaran yang komprehensif
tentang peran RNAi dalam menghambat
pertumbuhan kanker, dengan fokus khusus
pada efek knockdown pada ekspresi gen. Kami
akan mengeksplorasi mekanisme dasar RNA|,
strategi implementasinya dalam konteks
kanker, serta kemajuan terbaru dalam pengem-
bangan terapi RNAi untuk mengatasi kanker.
Diharapkan bahwa pemahaman mendalam
tentang interaksi antara RNAi dan ekspresi gen
dalam konteks kanker akan membuka pintu
bagi pengembangan terapi yang lebih efektif
dan terarah dalam pengobatan kanker.

METODOLOGI

Pembuatan review artikel ini melalui
pengumpulan sumber yang mencakup artikel
jurnal, buku, atau sumber ilmiah lainnya yang
kredibel dan relevan dengan topik yang
dibahas. Pencarian artikel menggunakan mesin
pencari khususnya Google Scholar, PubMed,
Elsevier, dan Scopus. Artikel yang digunakan
antara 2006 hingga 2024. Kata kunci yang
digunakan adalah kanker, RNA interference,
Knockdown, ekspresi gen, terapi, dan nano-
partikel. Artikel-artikel tersebut dipilih secara
khusus untuk menunjang tinjauan saat ini. Studi
ini berfokus pada RNAi sebagai salah satu
alternatif terapi kanker yang menjanjikan untuk
masa depan. Dari proses seleksi didapatkan 52
artikel yang menunjang pembuatan rivew
artikel ini.

RNA interference sebagai agen knockdown
atau gene silencing

RNA interference (RNAi) adalah
mekanisme pengaturan sebagian besar sel
eukariota yang menggunakan molekul kecil
RNA untai ganda (dsRNA) untuk mengontrol
aktivitas gen. RNAI diaktivasi oleh dsRNA yang
dikirim ke sitoplasma sel. RNAIi dapat berasal
dari eksogen atau endogen. RNAi eksogen
merupakan dsRNA yang didapat dari bakteri,
virus atau sintetis, sedangkan endogens
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berasal dari mikroRNA (miRNA) (Gambar 1).
Mekanisme silencing dapat terjadi melalui
degradasi mRNA target yang diinduksi oleh
small interfering RNAs (siRNAs) atau short
hairpin  RNAs (shRNAs) atau mensupresi
translasi mRNA spesifik melalui miRNA.""
Struktur siRNA dan shRNA dapat dilihat pada
Gambar 2.
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Gambar 1. RNAi dapat berasal dari luar sel yang
disebut dengan eksogen atau dari dalam sel yang
disebut dengan endogen. Eksogen dapat berasal
dari bakteri, virus atau sintesis secara kimia atau
biokimia, sedangkan endogen berasal dari miRNA.
dsRNA yang panjang akan dipotong dengan
menggunakan enzim endonuclease Dicer menjadi
20pb yang disebut dengan siRNA.
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Gambar 2. Struktur siRNA dan shRNA. A. Struktur
siRNA berupa dupleks RNA ukuran kecil dengan
memiliki ciri khas adanya overhang 2 nukleotida
pada ujung 3’. B. shRNA terdiri dari urutan sense dan
antisense yang dipisahkan oleh urutan yang
membentuk loop. C. konstruksi shRNA vyang
diinsersikan ke dalam vektor ekspresi. Modifikasi
dari Addgene dan Biosettia.

Sejarah penemuan RNAi pathway
dimulai pada tahun 1984, adanya pengamatan
yang memperlihatkan bahwa RNA anti-sense
dapat menghambat ekspresi gen. Pada tahun
1993, dibuat model untuk menjelaskan obser-
vasi tersebut. Fire et al (1998) melaporkan
dalam suatu pubikasi bahwa RNAi pada
Caenorhabditis elegans teridentifikasi sebagai
dsRNA memiliki substansional yang lebih
efektif dalam menghambat ekspresi gen
dibandingkan dengan menggunakan single-
staindd RNA (ssRNA)."® Komponen-konponen
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kunci yang berperan sebagai mesin RNAi dapat
dilihat pada Tabel 1.

Dua kunci pendekatan RNAi yang
memiliki asensial besar untuk penggunaan
dalam gene silencing adalah siRNA dan shRNA
yang berbasis vektor. siRNA dan shRNA dapat
digunakan untuk knockdown protein, namun
dengan mekanisme kerja yang berbeda
(Gambar 3.). dsRNA panjang atau dupleks
pendek sekitar 21 pasangan basa (pb) dapat
masuk ke dalam kultur sel jaringan secara
langsung. Beberapa penelitian telah mela-
porkan tentang siRNA yang ditranslokasi ke
nukleus setelah transfeksi ke dalam sel, namun
lebih umum diketahui bahwa siRNA ditrans-
feksikan dan menumpuk di sitoplasma. Setelah
masuk ke dalam sel, dsRNA panjang memben-
tuk kompleks dengan Dicer'®, enzim RNase |l
spesifik dsRNA akan memprosesnya menjadi
21-23 nukleotida (nt) siRNA dengan overhang
2 nuklotida pada ujung 3' yang khas. Produk
yang dibelah kemudian dimasukkan ke dalam
RISC, yang terdiri dari Argonaute-2 (Ago-2),
Dicer, dan protein pengikat TAR-RNA (TRBP).
Dupleks RNA dipisahkan, dan satu untai
dikeluarkan dari kompleks. Untai dengan
stabilitas dupleks terendah pada ujung 5' dipilih

Tabel 1. Komponen kunci dalam mekanisme jalur RNAI."”
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untuk penggabungan yang stabil ke dalam
RISC.

shRNA disintesis dalam nukleus sel
dan membentuk struktur hairpin yang terdiri
dari daerah antisense yang berpasangan
dengan sense yang dihubungkan oleh
nukleotida tidak berpasangan yang membentuk
satu lingkaran. Selanjutnya shRNA diubah
menjadi siRNA oleh mesin RNAi yang sama
untuk pemroses miRNA. shRNA dimasukkan
ke dalam inti sel target menggunakan vektor
bakteri atau virus yang dalam beberapa kasus
dapat berintegrasi secara stabil ke dalam
genom. shRNA ditranskripsi oleh RNA
polimerase Il atau Ill, tergantung pada promotor
yang menggerakkan ekspresinya. Prekursor
awal ini diproses oleh Drosha dan dsRNA
berikatan dengan DGCR8 menghasilkan
senyawa yang dikenal sebagai pra-shRNA,
sebelum diekspor ke sitoplasma oleh Exportin-
5. Pra-shRNA kemudian dipecah oleh Dicer
dan TRBP/PACT, dengan cara memotong
hairpin dan membentuk siRNA beruntai ganda
ukuran 20-25 nt dengan overhang 2 nukleotida
pada ujung 3 '-nya. SiRNA aktif ini kemudian
dibergabung ke dalam kompleks RISC."”

Komponen

Deskripsi

siRNA dsRNA dengan overhang 2 nukleotida pada akhir 3' yang mengaktifkan RNAIi, dengan cara

shRNA

Drosha
Dicer

RISC

TRBP
PACT

Protein keluarga Argonaute

mendegradasi target MRNA pada urutan spesifik yang komplementer.

dsDNA yang mengandung struktur loop yang diproses menjadi siRNA, mengaktifkan RNAI
yang mengarah pada degradasi mRNA dengan cara berikatan pada urutan-spesifik yang
komplementer dari mMRNA target.

Enzim RNase Il yang memproses pri-miRNA dan shRNA di nukleus.

Enzim Ribonuklase (RNAse) Ill yang memproses dsRNA menjadi 20-25 pb siRNA yang
meninggalkan overhang 2 nukleotida pada ujung 3. Dicer-2 berperan dalam proses clevage
dsRNA yang panjang, sedangkan Dicer-1 penting dalam pemrosesan miRNA.

RNA-induced silencing complex (RISC) mengandung protein Argonaute yang berasosiasi
dengan siRNA. Kompleks ini juga mengandung PACT, TRBP dan Dicer. Perlu diketahui
bahwa komposisi RISC yang tepat masih belum dapat dideskripsikan.

Komponen ini diperlukan untuk pembelahan dsRNA oleh Dicer dan perjalanan selanjutnya
ke RISC.

Protein R (PKR)-activating protein (PACT) berkaitan dengan Dicer dan TRBP untuk
pembelahan dsRNA.

Bersama dengan siRNA beruntai tunggal, protein keluarga Argonaute akan berkumpul untuk
membentuk RISC. Berikatan dengan RNA pada urutan nukleotida nomor 21-35 (miRNA,
siRNA maupun mRNA) yang selanjutnya akan dipotong melalui fungsi endonukleolitiknya.
Memotong antara nukleotida ke-10 dan ke-11 dari anti-sense (atau guide) RNA.
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Gambar 3. Mekanisme RNAi menginduksi pembungkaman gen. pada mekanisme transduksi, DNA yang terdapat
dalam virus vektor akan dimasukkan ke dalam sel dan berdiam di inti sel. DNA akan diekspresikan membentuk
pre-shRNA. Selanjutnya diproses menjadi shRNA dengan bantuan Drosha. shRNA yang sudah terbentuk akan
dipindahkan ke sitoplasma melalui Exp5. shRNA yang berada disitoplasma akan diproses membentuk siRNA
dengan bantuan Dicer. Tahap selanjutnya sama dengan mekanisme dengan menggunakan siRNA melalui proses
transfeksi. Untai tunggal siRNA akan berasosiasi dengan RISC untuk selanjutnya menuju mRNA target untuk

3

3

mendegradasinya. Modifikasi dari Lingor?.

Setelah dimuat ke RISC, proses
pengenalan dan degradasi mRNA target oleh
shRNA dan siRNA pada dasarnya sama. siRNA
berikatan dengan mRNA target pada urutan-
spesifik yang dimediasi oleh pasangan basa
komplementer, yang mengarah ke pembelahan
backbone fosfat target RNA di dekat pusat
dupleks melalui aktivasi RNase-H. Fitur yang
menarik dari sistem ini adalah penempelan
siRNA ke mRNA target pada beberapa
organisme memungkinkan siRNA bertindak
sebagai primer, sedangkan mRNA target
bertindak sebagai cetakan untuk RNA-
polimerase yang bergantung pada RNA. Hal ini
akan menghasilkan dsRNA baru, yang akan
diproses oleh Dicer, sehingga menciptakan
loop umpan balik positif yang dapat
meningkatkan kumpulan siRNA. Namun, perlu
diketahui bahwa siRNA umumnya membu-
tuhkan homologi yang sempurna untuk
menginduksi degradasi.'”” Proses ini diilus-
trasikan pada Gambar 3.
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Keuntungan  penggunaan shRNA
dibandingkan siRNA antara lain kemampuan
untuk menggunakan vektor virus untuk
pengiriman dalam mengatasi kesulitan
mentransfeksi jenis sel tertentu, pilihan untuk
mengontrol ekspresi shRNA menggunakan
promotor yang dapat diinduksi, dan kemam-
puan untuk mengekspresikannya bersama
dengan gen reporter. Selain itu, shRNA
menyebabkan efek di luar target lebih sedikit.'”

Komponen inti RISC adalah anggota
keluarga Argonaut (Ago). Pada manusia ada
delapan anggota keluarga ini tetapi hanya Ago-
2 yang memiliki domain katalitis aktif untuk
aktivitas pembelahan. siRNA yang dimuat ke
RISC mulanya beruntai ganda, protein Ago-2
akan membuka dsRNA menjadi ssRNA
(“passenger strand’ dan “guide strand”) dan
akan melepaskan “passenger strand”. RISC
dengan “guide strand” akan menuju ke mRNA
target yang memilki urutan yang komplemen
dengan “guide strand” siRNA. Terdapat dua
kemungkinan proses yang terjadi setelah
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penempelan siRNA-RISC pada mRNA yang
komplemen. Proses pertama terjadi bila siRNA
menempel seluruhnya ke daerah mRNA target
yang komplemen, maka kompleks RISC akan
memotong MRNA sehingga mRNA tidak dapat
dikenali oleh ribosom yang mengakibatkan
tidak terjadinya proses translasi. Proses kedua
yang mungkin terjadi adalah adanya lekukan
pada daerah 3’ siRNA ketika berikatan dengan
mRNA komplementer yang mengakibatkan
proses penempelan pada daerah komplemen
tidak sempurna. Lekukan pada daerah 3’siRNA
merupakan daerah yang penting dalam proses
pengenalan ribosom, sehingga jika terjadi
proses kedua maka akan terjadi penurunan
translasi.?'-23

Proses pengenalan mRNA target oleh
RISC masih belum dipahami dengan baik.
Namun, sebuah laporan mengungkapkan
bahwa aksesibilitas urutan target mRNA seluler
mempengaruhi clevage-nya.>*?5 Laporan ini
juga mencatat bahwa RISC tidak mampu
membuka lipatan RNA sehingga diusulkan
suatu model di mana RISC bersentuhan
dengan ssRNA secara nonspesifik melalui
difusi acak, dengan ujung 5 ‘'melakukan
pemasangan basa lebih efisien daripada ujung
3'. Hal ini tampaknya dapat menentukan
hubungan yang stabil antara RISC dan mRNA
target.

RNAIi endogen berasal dari miRNA
yang diperoleh melalui proses transkripsi dari
gen miRNA yang terjadi di dalam nukleus. Hasil
transkripsi berupa RNA berbentuk hairpin
dengan penambahan cap pada 5 dan poly A-
tail pada 3’ yang disebut dengan pri-miRNA.
Selanjutnya dengan protein Drosha dan
DGCR8 memotong bagian cap dan poly A-tail
menjadi pre-RNA. Selanjutnya pre-RNA ini
akan di transfer ke sitoplasma. Pada
sitoplasma oleh enzim Dicer akan dipotong
dengan ukuran yang lebih pendek membentuk
miR NA. Proses selanjutnya sama dengan
yang terjadi pada RNA eksogen.26-30

Peran RNAi melalui efek knockdown dalam
Menghambat Pertumbuhan Kanker

Peran RNA interferensi (RNAi) dalam
menghambat pertumbuhan kanker telah
menjadi fokus penelitian yang menarik dalam
bidang biologi kanker. RNAi merupakan sebuah
mekanisme alami yang memainkan peranan
penting dalam regulasi ekspresi gen dengan
cara menurunkan atau "mematikan" aktivitas
gen spesifik. Pada kanker terjadi gangguan
regulasi genetik yang mengarah pada pertum-
buhan sel tidak terkendali, dan RNAi mena-
warkan pendekatan yang menjanjikan dalam
mengatasi kelainan tersebut.57810.31
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Salah satu aspek penting dari peran
RNAi dalam menghambat pertumbuhan kanker
adalah kemampuannya untuk menargetkan
gen-gen yang terlibat dalam proses kanker.
Penggunaan teknik RNAi, seperti small
interfering RNA (siRNA) atau short hairpin RNA
(shRNA) secara spesifik dapat menghambat
ekspresi gen yang memainkan peran kunci
dalam proliferasi sel kanker.*”8® Gen-gen
yang dapat menjadi target potensial untuk
terapi RNAIi pada penyakit kanker adalah gen-
gen yang terlibat dalam regulasi siklus sel,
apoptosis, dan metastasis kanker.32-36
Efek knockdown yang dihasilkan oleh RNA;,
yaitu penurunan spesifik dalam ekspresi gen
target, dapat menyebabkan penekanan akti-
vitas gen yang berkontribusi pada pertumbuhan
tumor. Dengan mengurangi ekspresi gen yang
memicu proliferasi sel kanker, RNAi dapat
menghambat kemampuan sel kanker untuk
berkembang biak dan menyebar ke jaringan
sekitarnya. Selain itu, RNAi juga dapat
meningkatkan sensitivitas sel kanker terhadap
terapi konvensional, seperti kemoterapi atau
radioterapi, dengan menghambat jalur
resistensi yang diinduksi oleh ekspresi gen
tertentu.3742

Tantangan dalam penggunaan RNAi]
sebagai terapi kanker tetap ada, mekipun telah
banyak indikasi positif.#* Tantangan tersebut
antara lain efisiensi pengiriman dan keamanan.
Namun, dengan kemajuan teknologi dalam
pengembangan vektor nanopartikel dan stra-
tegi pengiriman obat, harapan akan terapi RNAi
yang lebih efektif dan aman semakin mendekati
kenyataan.

Secara keseluruhan, peran RNAI
dalam menghambat pertumbuhan kanker
menjanjikan pendekatan yang inovatif dan
terarah dalam pengobatan kanker. Dengan
terus memperdalam pemahaman kita tentang
mekanisme RNAI dan interaksi antara RNAI
dan ekspresi gen dalam konteks kanker,
diharapkan kita dapat mengembangkan terapi
yang lebih efektif, aman, dan terarah dalam
memerangi penyakit mematikan ini.

Salah satu pengembangan terkini
dalam terapi RNAi untuk kanker adalah
penggunaan vektor nanopartikel. Nanopartikel
dapat dirancang untuk mengirimkan RNAi
secara spesifik ke sel kanker, meningkatkan
efisiensi pengiriman dan mengurangi toksisitas
terhadap sel normal. Vektor nanopartikel juga
dapat dimodifikasi dengan targeting ligand
yang memungkinkan mereka untuk secara
selektif mengenali dan masuk ke dalam sel
kanker, meningkatkan akurasi pengiriman
RNAi.44-49
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Strategi pengiriman obat juga menjadi
fokus pengembangan terkini dalam terapi RNAI
untuk kanker. Metode pengiriman yang efektif
sangat penting untuk memastikan bahwa RNAi
mencapai targetnya dengan tepat dan
memberikan efek terapeutik yang diinginkan.
Beberapa strategi pengiriman yang sedang
dikembangkan termasuk penggunaan liposom,
nanopartikel polimer, dan sistem pengiriman
asam nukleat yang dikemas.50-%2

Terapi RNAi menjanjikan potensi besar
dalam pengobatan kanker, namun masih ada
beberapa tantangan yang perlu diatasi. Salah
satu tantangan utama adalah stabilitas RNAi
dalam tubuh, karena RNAI rentan terhadap
degradasi oleh enzim dan kondisi lingkungan.
Selain itu, efisiensi pengiriman RNAi ke dalam
sel kanker dan spesifisitasnya juga masih
menjadi isu yang harus diatasi. Meskipun ada
tantangan, prospek masa depan dalam
penggunaan RNAI sebagai terapi kanker yang
efektif sangatlah cerah. Terobosan dalam
pengembangan vektor nanopartikel dan
strategi pengiriman obat dapat meningkatkan
efisiensi dan spesifisitas pengiriman RNA;,
sementara penelitian lebih lanjut tentang
mekanisme resistensi kanker terhadap terapi
RNAi dapat membantu mengatasi masalah
tersebut. Dengan terus berlanjutnya inovasi
dan penelitian, RNAi memiliki potensi untuk
menjadi salah satu terapi kanker yang paling
menjanjikan dalam beberapa tahun ke depan.

PENUTUP

Dalam review ini, telah dibahas peran
RNA interferensi (RNAi) dalam menghambat
pertumbuhan kanker melalui efek knockdown
pada ekspresi gen. RNAI telah terbukti menjadi
alat dalam menargetkan gen-gen kunci yang
terlibat dalam proses kanker. Hal ini, memung-
kinkan terjadinya penurunan spesifik dalam
ekspresi gen yang dapat menghambat
proliferasi sel kanker, menginduksi apoptosis,
dan menghambat metastasis.

Teknik knockdown, baik menggunakan
siRNA maupun shRNA, telah memberikan
pemahaman mengenai mekanisme biologis
yang mendasari kanker dan memberikan
landasan untuk pengembangan terapi yang
lebih terarah dan efektif. Meskipun ada bebe-
rapa tantangan, seperti efisiensi pengiriman
dan keamanan, kemajuan dalam pengem-
bangan vektor nanopartikel dan strategi
pengiriman obat telah membawa harapan baru
dalam penggunaan RNAi sebagai terapi
kanker.

Pemahaman yang lebih baik tentang
interaksi antara RNAi dan ekspresi gen dalam
konteks kanker, maka diharapkan review ini
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akan membuka jalan bagi pengembangan
terapi yang lebih efektif, aman, dan terarah
dalam pengobatan kanker. Dengan terus
memperkuat pengetahuan kita tentang
mekanisme biologis yang mendasari kanker
dan kemajuan teknologi dalam pengembangan
terapi RNAI, kita dapat mempercepat langkah-
langkah menuju era baru dalam pengobatan
kanker yang lebih efektif dan personal.
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