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Abstract: Due to the development of biomolecular science eg. overexpression genes, genes that
cause diseases can be identfied, Based on this fact, researchers developed a therapeutic strategy by
mhibiting the gene expression using oligonucleotide antisense. Therapy using oligonucleotide antisense
was based on a natural process of gene expression. Specific artificial antisense will match complementary
with DNA and mRNA. By this process the transcription will stop. The effort of therapy is relatively new
but a few have been carried out in the clinical trial phase. Obstacles are encountered in reaching the

target cell by the oligonucleotide antisense.
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PENDAHULUAN

Melalui penelitian di bidang biologi molekuler
diketahui bahwa kehidupan organisme diatur oleh gen
dan ekspresinya. Pengaturan ekspresi gen
merupakan suatu proses yang amat kompleks
melibatkan berbagai macam faktor. Ketidaknormalan
dalam susunan basa pada gen dan ekspresinya dapat
menyebabkan suatu penyakit.

Dengan kemajuan teknologi telah dapat
diidentifikasi beberapa gen yang bertanggung jawab
terhadap terjadinya suatu penyakit. Dengan informasi
ini maka dapat dirancang suatu strategi pengobatan
dengan cara memanipulasi gen—gen tersebut. Bila
terdapat defek suatu gen normal dapat diupayakan
penggantian gen dengan metode transfer gen
sedangkan bila terjadi overekspresi dalam ekspresi
gen maka dilakukan terapi dengan antisense untuk
menghambat terjadinya ekspresi yang abnormal
tersebut'!- 2,

Strategi pengobatan dengan antisense didasarkan
pada peristiwa alamiah proses ekspresi gen. Selama
proses transkripsi informasi DNA ke mRNA, untai
ganda DNA yang saling berkomplementer akan
terbuka. Untai sense akan terpisah dari untai
antisense.

* Penulis untuk korespondensi, Hp. 08161315384,
e-mail: guti@centrin.net.id

Untai DNA antisense dengan arah 3°-5°
selanjutnya berperan menjadi cetakan untuk mem-
bentuk mRNA dengan arah 5°-3’, suatu proses yang
dikenal dengan transkripsi. Kemudian mRNA
bermigrasi ke sitoplasma dimana kompleks ribosom
dapat menterjemahkan informasi yang dibawa oleh
mRNA menjadi suatu bentuk polipeptida atau protein
tertentu, Proses ini dikenal dengan translasi®®,
Pengobatan dengan antisense buatan dimaksudkan
agar sekuen spesifik dari mRNA yang membawa
pesan genetik dapat diikat secara komplementer oleh
antisense buatan tersebut sehingga kompleks ribosom
tidak lagi dapat membaca pesan dan akhimya produk
gen yang bersangkutan tidak terbentuk %557, Selain
pada tahap translasi penghambatan ekspresi gen juga
dapat dilakukan pada tahap transkripsi dengan cara
pembentukan untai tiga terpilin (15659,

Terapi dengan antisense relatif baru dan masih
berada dalam uji klinik awal. Paling kurangnya ada
12 jenis antisense oligonukleotida yang diizinkan untuk
diuji secara klinik. Dalam perkembangannya tidak
mudah untuk mencapai keberhasilan terapi. Hal itu
disebabkan antara lain karena kestabilan
oligonukleotidanya sendiri terhadap aktifitas enzim—
enzim ekstraseluler dan intraseluler dan metode
penyampaiannya yang juga mempengaruhi ambilan
seluler.

Dalam makalah ini akan dibahas mengenai
mekanisme antisense dalam menghambat ekspresi
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gen, kestabilan oligonukleotida dan hambatan utama
vang dihadapi dalam rangka mewujudkan terapi
antisense yang berhasil.

PENGERTIAN ANTISENSE

Dalam peristiwa alamiah ekspresi gen, istilah
anlisense dapat ditemui pada proses transkripsi.
Antisense pada proses ini adalah untai DNA 3'-5’
yang berperan menjadi cetakan pada pembeniukan
mRNA 5°-3'dengan sekuen yang saling
berkomplementer™. Yang dimaksud antisense
dalam upaya penghambatan ekspresi gen adalah
antisense oligonukleotida yang dibuat secara sintetis
dengan urutan basa vang berkomplementer dengan
untai target mRNA schingga hibridasi antisense
oligonukleotida dengan untar mRNA mengakibatkan
kompleks ribosom tidak dapat membaca pesan yang
dibawa oleh mRNA,
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Dalam perkembangannya Putnam® meng-
golongkan antisense menjadi 3 (tiga) jenis yaitu
antisense oligonukleotida, anti-gen dan ribozim.
Antisense oligonukleotida adalah derivat asam
nukleat yang berhibridasi dengan mRNA sitosol
melalui ikatan hidrogen pada basa—basa yang
berkomplementer, sedangkan anti-gen adalah
oligonukleotida yang dapat berhibridasi dengan DNA
untai ganda terpilin membentuk untai tiga terpilin dan
ribozim adalah RNA yang selain menghambat
translasi dengan berikatan dengan mRNA juga
mempunyai aktivitas katalitik mirip enzim.

Antisense oligonukleotida dapat berupa
oligodeoksiribonukleotida (ODN] dengan gugus
deoksiribosa dan kandungan basa adenin, guanin,
sitosin, timin; atau antisense RNA dengan gugus gula
ribosa dan komposisi basa adenin, guanin, sitosin dan
urasil. Secara umum kedua jenis antisense tersebut
serta modifikasinya disebut antisense oligonukleotida.

Gambar 1. Ekspresi gen dapat diganggu pada tingkat transkripsi atau translasi (tanda X).Oligenukleotida dapat

menghambat transkripsi (1) melalui pembentukan triple helix d

DNA kr Sedangkan penghamb

pada tingkat translasi (2) terjadi karena hibridisasi oligonukleotida dengan mRNA'".

S-OATGAGCTCTTT CCTGTC TTT TTCGOCGCCAGOOC-!
3-CTACT CGAGAAAGGACAGAAAAAGCCGCGGTCCCG-S

SsdtdesiandinnBIBERIE

L ACTOTTT COTGICATITICCGCH!

Gambar 2. Penghambatan ekspresi gen melalui pembentukan untai tiga terpilin antara polipirimidin
oligodeoksinukleotida (bulatan terputus) dan polipurin dalam DNA untai ganda terpilin (garis hitam)".



Vol. 3, 2005

Antisense oligonukleotida dapat menghambat
ckspresi gen pada tahap transkripsi melalui
pembentukan untai tiga terpilin ataupun pada tahap
transiasi melalui hibridasi mRNA dengan antisense!
(Gambar 1).

PENGHAMBATAN EKSPRESI GEN PADA
TINGKAT TRANSKRIPSI

Transkripsi adalah suatu proses dimana RNA
terbentuk dari hasil pencetakan DNA. Beberapa
faktor turut berperan dalam proses transkripsi ini
seperti RNA polimerase, promotor dan enhancer,
faktor transkripsi® ¥,

Penghambatan ekspresi gen pada tingkat
transkripsi dapat dicapai dengan menggunakan
oligodeoksinukleotida (ODN) sintetik yang dapat
berhibridisasi dengan DNA untai ganda sehingga
terbentuk DNA untai tiga terpilin (Gambar 2)0% 1!
5. DNA dalam bentuk ini menyebabkan gagalnya
pengikatan faktor transkripsi pada gen promotor
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sehingga transkripsi dapat dihambat. Selain itu ODN
yang membentuk untai tiga tersebut dapat
mengakibatkan tidak terbukanya untai ganda DNA.
Selain transkripsi, pembentukan untai tiga terpilin ini
juga mengakibatkan terhambatnya replikasi DNA
(Gambar 3).

Pada untai tiga terpilin masing-masing basa pada
sekuen ODN membentuk 2 (dua) ikatan hidrogen
dengan basa penyusun untai ganda yang
berkomplementer. Hibridasi dengan purin membentuk
polipurin—polipirimidin dimana A (adenin) atan T
(timin) pada ODN berikatan pada pasangan A-T
DNA untai ganda, sedangkan G berikatan dengan
pasangan G-C dan C dapat juga terikat dengan G
dari pasangan G-C jika dalam keadaan terprotonisasi
(.

Stabilitas untai tiga terpilin tergantung dari
sejumlah faktor diantaranya panjang ODN,
terdapatnya basa yang tidak berpasangan dan
aktivitas helikase. Berdasarkan percobaan maka
panjang ODN sebanyak 13 nukleotida dianggap

e B W

RNA crend

Gambar 4. Penghambatan ekspresi gen pada tingkat translasi dengan ribozim hammerhead (A), antisense
oligodeoksinukleotida (B), antisense RNA (C) ™.
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merupakan jumlah minimum untok QDN jenis
fosforotioat'" . Terdapatnya hasa yang tidak bers
pasanzan dapar menimbublcan mazatah ferutama bils
terfetak ali haman tengab antaian: karens dapat
menyebabkan ferjadinya nuklensi yung memper-
lambal proses. aﬁnsrastpasa.ugan basa antars O
dengan untsi sasaran (DNA uniai panda) serta
mentirunkan afinitds penpikatanmea™, Helikase vaily
sualy engim yang berperan dalam membuka ungi
pands DN A agar dapal ditranskripsi menjadi BN A,
dapat memecah L\ untal tiga schimggs terjadi
kegzrgalun penghambacin proges transkripsiid

Beborapa penclinan sedang dilakokan untuk
mn:ngsu,mi masalah iniSalah saranya adalah denpan

meningkatkan afiniins pengikaben QDN dengan cara
mengikatkan gugis inierkalas: seperti akmlm dan
puiraler pails TINA untai gandy 49025

PENGHAMBATAN EKSPRESI GEN PADA
TINGKAT TRANSLASI

Translasi adalah pembacsan Kode triplet pada
untal mBENA aleh kompleks ribosom yung pada
akhirnya menghasilican suatn polipeptida’ *
Penghambatan cksprest wen pada tingloat ranslasi
ini ditujukan secars langsung kepada mRKA: mf;'ng-
gunikan dntisense (Gambar 4. Antisense dapat
berups antisense DNA maupun RMA dun ribosim,

Antisensze akan berkomplementer dengan
mRNA ujung 5' (3 cap site) pada sel Lirgel mem-
bentuk untai ganda schinges menvebabkan kompleks

St g Kefarmovion Tedondiia

ribusorn Ldak dapat membacs pesan serta tRINA
tidak dapatr bergehung untuk melakukan proses
translasi. Dengan demikian maka polipeptida tilak
dapat terberiuk!!, Selain it pengikatan antisense
pada mRNA dapat terjadi pada §° dun 3" daeruh yang
lilatk ditranislasi (5° dan 3° UTR), sirus inisiasi ranslasi
serta ujung poti-A: Peogiketan antisense pada ujung
intron dan wjung eckson vang berdekutan
mengakibatken penghambatan proses splicing yang
secara tidak langsung juga menghimhal ekspresi gen
1 Gambar 5).

Penghambatan tersehul dapat menjadi gagal
karena helikase dan BNA wmwindase vang akan
membikas unial gands DNA-RNA moupun BNA-
RNAT, Kompleks ribosom sendii sebenarnya
memiliki aktivitas wew fndise sehingén pada akhinya
dapat mclikukan pembacisn pada uniai mRNA vang
serpilin''

Beberspa antisense oligodensimuklectida (0D )
berperan selain melakulan hibridisas dengan mRNA
Jugs menginduksi pemecahan misA oleh enrim
BiNasc H. Boase H adalahcreim endonuklease yang
daputl mengenal dan memecal ENA dalam untai
sinda. Sckali molekul BNA terpecah, antisanse
oligonukleotida akan terdisosiisi dart untai ganda dun
mempunyai Kenpmpian uantok mengikat tarzet
mBENA vang fain 0 (Gambar 6.

Antisense RMA vans digunakan untuk meng-
hamnbal proses translasi berperan membentuk nital
ganda RNA-BNA Sclin ito untal ganda RNA yanp

terhentuk dapat berperan sebagai substrat bagi cnzim

2 ey
el

Cumbar 5 Mekanisme antisense ofigeanilestide menghambul sintesis prolein : (1) penghambatan pengikatan kompleks
ribuenin denpain mENA s ujong 55§57 e site), (2) menghanibar proses spllelg, (3 penghaneiran hybrid mEN A alch
ezl T ¥ase. Proses vang kétlga inl dapat rerjad] disemus bagian pada mRNA (termasuk 5" dun 3 UTR, daerah inkiasi
transtasi, chson atau intron) dengan syarat molckul satiscpscoya mom@uﬂgai'lﬁnﬁm yung cukip ::e'i-hada_rp RENAT
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Gambar 6. Mekanisme penghancuran mRNA yang diperantarai oleh aktivitas enzim RNase. Untai ganda mRNA
dengan oligonukleotida jenis tertentu dapat berperan sebagai substrat®,

peng-edit seperti double stranded adenosime
deaminase (DRADA)"®. Pada waktu DRADA
mendeaminasi adenosin, inosin akan terbentuk.
Kehadiran inosin selanjutnya dapat melabel molekul
mRNA untuk dihancurkan sehingga pesan yang
dibawa mRNA tidak dapat terbaca.

Metode lain yang digunakan untuk menggagalkan
transkripsi adalah dengan ribozim (Gambar 4).
Ribozim adalah molekul RNA yang mempunyai
kemampuan mengkatalisa pemecahan molekul RNA
itu sendiri'?. Ribozim dapat mengenal sekuens
nukleotida yang spesifik umumnya GUX, dimana X
= C, U atau A atau pada beberapa kasus dapat
mengenal NUX, dimana N = nukleotida sembarang
(12.20 Bila ribozim diinkorporasi ke dalam RNA
untai tunggal dimana molekul pada pemecahan
ujung 3’ dan 5° dirancang untuk dapat berhibridisasi
dengan mRNA maka molekul ini dapat melakukan
terhadap mRNA setelah lebih dahulu melakukan
hibridisasi. Aktivitas ribozim sangat efisien karena
setelah molekul tersebut memecah mRNA maka
ribozim tergantung pada ikatannya dengan kation
divalent, panjang antisense dan lokasi target®".

STABILITAS OLIGONUKLEOTIDA

Oligonukleotida adalah suatu oligomer yang
terdiri dari beberapa nukleosida yang masing —
masing dihubungkan dengan ikatan fosfodiester
(Gambar 7). Stabilitas oligonukleotida merupakan
salah satu syarat berhasilnya terapi antisense. Untuk
dapat berhibridisasi dengan target maka oligo-
nukleotida harus mampu menembus membran dan
stabil baik didalam lingkungan ekstraseluler maupun
intraseluler. Terdapatnya enzim endonuklease dan
eksonuklease dapat menyebabkan putusnya
jembatan fosfodiesterpada molekul DNA maupun
RNA alamiah sehingga terpecah menjadi
mononukleotida®'.

Ada beberapa macam modifikasi oligonukleotida
yang dilakukan untuk meningkatkan stabilitas yaitu
metilfosfonat, fosforotioat, ditioat, mixed-backbone
oligonucleotide (MBO) dan fosforamidat. Analog
oligonukleotida ini berbeda dalam hal afinitasnya
terhadap RNA, stabilitasnya terhadap nuklease dan
kemampuannya mengaktivasi RNase,

Gambar 7. Modifikasi kimia oligonukleotida, (A) Modifikasi pada ikatan fosfodiester, gugus gula dan basa
nukleosida, (B) Modifikasi N 3°-5" P fosforamidat dan asam peptida nukleat ™.,
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Metilfosfonat tidak lagi digunakan karena molekul
ini tidak dapat menginduksi RNase H untuk memecah
molekul mRNA sehingga dianggap kurang efisien
dalam menghambat translasi. Selain itu molekulnya
bersifat hidrofobik sehingga sulit bercampur.
Strukturnya yang kiral menyebabkan penurunan
afinitas terhadap mRNA.

Fosforotioat lebih disukai bahkan sedang
memasuki tahap uji klinik. Pada molekul ini satu atom
oksigennya diganti dengan atom sulfur sehingga dapat
menginduksi aktivitas RNase. Selain itu molekul ini
lebih resisten terhadap nuklease. Muatan negatifnya
menjadikan molekul ini bersifat hidrofil dan sering
menimbulkan kesulitan karena menyebabkan
penurunan ambilan dari sel target. Selain itu adanya
pusat kiral juga dapat menurunkan afinitas terhadap
mRNA. Untuk mengatasi masalah tersebut maka
dilakukan sintesis ditioat dimana atom oksigen bebas
sebagai antisense adalah dengan menghambat
clongasi RNA! 29,

Usaha untuk memperoleh oligonukleotida yang
stabil terhadap nuklease dan afinitas tinggi terhadap
RNA serta dapat mengaktivasi RNase terus diupaya-
kan. Salah satunya adalah dengan melakukan
modifikasi campuran terhadap oligonukleotida atau
mixed-backbone oligonucleatide (MBO) (Gambar
g).

Sekuen oligonukleotida dapat dirancang
sedemikian rupa apabila gen target atau gen yang
menimbulkan overekspresi sudah diketahui identi-
tasnya. Panjang oligonukleotida yang biasanya
digunakan sebagai antisense adalah 17 — 25 basa'®.
Hal ini tidak mutlak karena ada pustaka lain yang
menyebutkan 15 — 20 basa 7 dan 13 — 30 basa ‘',
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PERKEMBANGAN DAN HAMBATAN
PENGGUNAAN ANTISENSE SEBAGAI
BAHAN TERAPI

Perkembangan pemikiran tentang penggunaan
antisense untuk terapi beberapa penyakit yang
disebabkan karena overckspresi suatu gen didasari
oleh penelitian Zamecnik dan Stephenson pada tahun
1978 yang membuktikan bahwa Rous Sarcoma virus
(RSV) dapat dihambat oleh 13 oligomer nukleotida
sintetik yang berkomplementer dengan mRNA
spesifik dari RSV. Konsep ini kemudian berkembang
terus sejalan dengan kemajuan identifikasi gen—gen
penyebab beberapa jenis penyakit. Usaha pengobatan
penyakit dengan antisense lebih disebabkan karena
ingin mengobati penyakit tersebut langsung ke
sasaran bukan hanya menghilangkan gejalanya saja
seperti pada obat — obat sebelumnya =),

Lebih dari 2 sampai 3 tahun terakhir, banyak
laporan yang menunjukkan penggunaan teknologi
antisense secara in vivo, diantaranya **: (1) Pembe-
rian intravena oligonukleotida fosforotioatselama
10 hari pada bebek yang diinfeksi oleh virus he-
patitis B, hamper seluru hnya mengeliminasi DNA
virus dari hati hewan tersebut. (2) Injeksi subkutan
tunggal dari antisense oligonukleotid fosforotioat
subunit RI a dari protein kinase A(PKA) pada tikus
dapat menghambat pertumbuhan tumor. (3) Pem-
berian antisense oligonukleotida kepada angio-
tensinogen dihati melalui pemberian vena portal atau
injeksi langsung pada tikus yang menderita hipertensi
bawaan menunjukkan penurunan tekanan darah.
(4) Pemberian melalui intravena antisense oligo-
nukleotida fosforotioat c-myc mengurangi per-

Gambar 8. Mixed-backbone oligonukleotida. Menempatkan ikatan metilfosfonat (gugus X, = CH, dan X, = H) pada

kedua ujung oligonukleotida fosforotioat dapat mengurangi efek

oab okt

ping yang karena sifat polianion

oligonukleotida, meningkatkan stabilitas in vivo dengan melindungi kedua ujung fosforotioat dari aktivitas eksonuklease
{atas). Sedangkan menempatkan 2')-metil ribonukleotida (X, = §, X, = OCH3) meningkatkan afinitas oligonukleotida

terhadap RNA dan juga stabilitas in vive ®2,
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tumbuhan tumor pada mencit yang membawa
sel melanoma manusia. (5) Pemberian end-capped
antisense oligonukleotida pada oksitoksin selama 3
hari pada tikus dapat mengakibatkan penghambatan
lakiasi. (6) Penyampaian antisense oligonukleotida
reseptor VI vasopresin ke dalam daerah septal otak
dapal mengurangi kecemasan pada tikus,

Untuk dapat menimbulkan efek penghambatan
terhadap ekspresi gen maka antisense oligonukleotida
harus berpenetrasi melalui membran sel masuk ke
dalam sel sasaran. Ambilan seluler dan cara penyam-
paian antisense ke sel sasaran masih merupakan
masalah yang sulit diatasi®. Oligonukleotida yang
belum dimodifikasi (fosfodiester) dan oligonukleotida
fosforotioat yang mengandung atom sulfur bersifat
sebagai polianion. Oleh sebab itu kedua jenis oligo-
nukleotida tersebut hanya mempunyai kemampuan
yang kecil atau bahkan sama sekali tidak dapat
menembus membran sel. Hanya dengan mekanisme
yang melibatkan energi kedua jenis oligonukleotida
tersebut dapat menembus membran. Hal tersebut
dapat tercapai dengan mekanisme endositosis yang
digerakkan oleh pengikatan dengan sejenis protein
reseptor pada permukaan sel®,

Beberapa usaha lain juga dilakukan demi mening-
katkan ambilan sel antara lain dengan mikroinjeksi,
modifikasi sel target agar dapat permeabel terhadap
oligonukleotida, elektoporasi, membungkus oligo-
nukleotida dengan vektor buatan atau mengkon-
jugasikan oligonukleotida dengan ligan spesifik
terhadap reseptor di sel target!". Diantara usaha—
usaha tersebut yang paling disenangi dan menjadi
fokus utama adalah membungkus oligonukieotida
dengan vektor buatan dalam hal ini liposome!’-% &4,
Liposom yang mengandung antibodi spesifik ter-
hadap sel permukaan berpotensi untuk penyampaian
oligonukleotida ke sel sasaran'®),

Oligonukleotida dapat berinteraksi dengan sel
spesifik melalui konjugasi antisense dengan antibodi
atau protein yang reseptornya terdapat di permukaan
sel. Konjugasi yang telah dilakukan adalah konjugasi
asialoorosomucoid dengan antisense HBV terhadap
hepatosit melalui reseptor asialoglikoprotein.
Transferin dikonjugasikan dengan oligonukleotida
untuk menginduksi ambilan oligonukleotida ke dalam
sel leukimia manusia melalui reseptor transferin.
Konjugasi dengan folat digunakan untuk mengirim
antisense kepada gen pertumbuhan epidermal melalui
reseptor folat. Konjugasi dengan zat — zat yang
lipofilik seperti kolesterol juga dapat mempengaruhi
ambilan sel, stabilitas dan sifat-sifat lain'®.

Dalam perkembangannya, terapi dengan
oligonukleotida menghadapi tantangan besar
dibanding dengan obat—obat lain mengingat ukuran
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yang besar dan muatan yang dikandungnya. Diperlu-
kan serangkaian modifikasi baik dari struktur
oligonukleotidanya sendiri maupun dari segi penyam-
paiannya ke sel sasaran. Agar oligonukleotida menun-
Jjukkan efeknya secara in vivo maka oligonukleotida
harus stabil didalam plasma dan dalam sel serta
mengikat RNA target untuk menghambat
ekspresinya dan menstimulasi penghancurannya.
Selain itu seperti obat lain oligonukleotida harus
memenuhi persyaratan yaitu memiliki indeks terapi
yang memuaskan dan dapat diproduksi secara
ekonomis serta praktis.

SIMPULAN

Upaya pengobatan penyakit pada tingkat gen
merupakan salah satu usaha manusia untuk mencari
metode pengobatan yang lebih baik karena langsung
mengarah kepada penyebab penyakit. Pengobatan
beberapa penyakit yang disebabkan karena
overekspresi gen dengan antisense oligonukleotida
sampai saat ini masih dalam penelitian beberapa
diantaranya berada pada tahap uji klinik. Metode
penyampaian antisense ke sel target oleh para peneliti
dianggap merupakan kendala yang harus dipecahkan
demi keberhasilan terapi.
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