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KAJIAN BIOLOGI MOLEKULER: GEN SUPPRESSOR TUMOR (p53)
SEBAGAI TARGET GEN DALAM PENGOBATAN KANKER
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ABSTRAK

Sel kanker adalah akumulasi sejumlah perubahan genetik yang berperanan terhadap kejadian tumorigenesis, tumor
progression dan resistensi terhadap kemoterapi. Sebagian besar perubahan genetik ini berakibat terhadap regulasi siklus sel. Pada
sel normal, terdapat keseimbangan antara proliferasi sel dengan kematian sel yang diregulasi melalui siklus sel dengan cellular
checkpoint. Kehilangan beberapa molecular checkpoint dapat ditemukan pada perkembangan beberapa tumor, hal ini
dikarenakan progresi siklus sel menjadi disregulasi. Akumulasi perubahan genetik juga berperanan pada timbulnya kemoresisten,
yang mengakibatkan hilangnya kemampuan DNA merespon kerusakan. Deteksi DNA yang mengalami kerusakan diatur oleh
tumor suppressor p53. Saat DNA damage, p53 menahan sel untuk memasuki fase berikutnya dan memberikan waktu pada DNA
untuk melakukan perbaikan, atau bila kerusakan cukup parah, pS3 akan menginisiasi program kematian sel (apoptosis). Beberapa
perubahan yang telah diidentifikasi, yaitu perubahan pada tumor suppressor seperti p53. Dengan hilangnya growth suppression,
progresi siklus sel tidak terkontrol dan menghasilkan tumorigenesis. Sebagian besar strategi dalam gen terapi untuk kanker
difokuskan pada penggantian tumor suppressor dalam sel kanker. Stategi terapi p53-gen merupakan tumor suppressor yang
penting untuk dikembangkan, dan kombinasi dengan kemoterapi atau radioterapi merupakan suatu hal yang menguntungkan.
Tetapi p53 tidak selalu merupakan pilihan yang ideal untuk gen terapi pada semua kanker. Pada sel tumor yang mengalami over
ekspresi MDM2 atau mempunyai HPV16E6, sebaiknya menggunakan tumor suppressor yang lain seperti p21 yang lebih
memungkinkan dalam terapi gen sebab MDM2 atau HPV16E6 dapat langsung menginaktivasi p5S3. Hal lain yang masih perlu
dipecahkan. Pertama, desain vektor yang efisien dibutuhkan yang dapat menyebabkan perpanjangan ekspresi yang tinggi dari
transduksi gen hanya pada sel kanker target. Kedua, dibutuhkan kriteria lebih lanjut untuk merencanakan keputusan tumor
suppressor yang akan digunakan untuk gen terapi.

Kata kunci: Gen suppressor tumor (p53), gen terapi, kanker
ABSTRACT

MOLECULAR BIOLOGY REVIEW: TUMOR SUPPRESSOR GENE (p53) AS TARGET FOR
CANCER GENE THERAPY

Cancer cells are accumulation of numerous genetic alteration that contribute to tumorigenesis, tumor progression and
chemotherapeutic drug resistance. Most of these alteration affect the regulation of the cell cycle. In normal cells, a balance is
achieved between proliferation and cell death by tightly regulating the progression through the cell cycle with cell cycle with
cellular checkpoints. The accumulation of genetic alterations also contributes to enhanced chemoresistance, resulting from the
loss of the ability to respond to DNA damage. The detection of DNA damage is governed by tumor suppressor p53. Following
DNA damage, p53 arrest the cell to allow time for repair, or if the damage is extensive enough, p53 initiates programmed cell
death or apoptosis. Loss of these various molecular checkpoint has been found to underlie the development of many tumors
because cell cycle progression becomes dysregulated. Therefore a major strategy in gene therapy for cancer has focused on
replacing the tumor suppressors in cancer cells. p53-gene therapy remains the most important tumor suppressor strategy being
developed and its combination with chemotherapy or radiotherapy may prove to be even more beneficial. However, pS3 may not
represent the ideal choice for gene therapy in all cancers. In tumor that overexpress MDM2 or have HPV16 E6, other tumor
suppressors such as p21 may be more desirable targets of gene therapy because they can bypass the inactivation of p53. Several
problem still need to be resolved. First, an efficient vector needs to be designed that cause prolonged high expression of the
transduced gene while only targeting cancer cells. Second, further criteria need to be established in scheduling the decision about
which tumor suppressor to employ for gene therapy.

Key words: Tumor suppressor gene (p53), gene therapy, cancer

PENDAHULUAN tumorigenesis, tumor progression dan resistensi

terhadap kemoterapi. Sebagian besar perubahan genetik

Sel kanker adalah akumulasi sejumlah perubahan ini berakibat terhadap regulasi siklus sel. Pada sel
genetik  yang  berperanan  terhadap  kejadian normal, terdapat keseimbangan antara proliferasi sel
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dengan kematian sel yang diregulasi melalui siklus sel
dengan cellular checkpoint (HARTWELL dan KASTAN,
1994). Sebelum sel dapat memasuki fase berikutnya
pada siklus sel, harus melalui sebuah checkpoint yang
memutuskan jika proses pada fase sebelumnya telah
selesai. Keputusan untuk memasuki siklus sel dibuat
selama fase G1 yang dilakukan oleh cyclins dan unit
regulatorinya, cyclin-dependent kinases (CDKs).
Pengendalian oleh CDKs dilakukan  dengan
phosporilasi pada tempat yang berbeda dari protein dan
oleh aktivitas CDK inhibitor, yang tersusun atas dua
famili yaitu: protein INK4 yang terdiri dari pl5,
pl6,p18 dan p19 yang terikat pada CDK4 atau CDK6
(MORGAN, 1995). Protein yang lain adalah CIP/KIP
yang meliputi p21, p27, dan p57 yang terikat pada
cyclin-CDK komplek (MENG dan EL-DEIRY, 1999).
Terjadinya proses progresi siklus sel juga
dipengaruhi oleh faktor stimuli dari luar. Jadi, jika sel
eukariot diturunkan nutriennya atau growth factornya,
siklus sel akan memberikan dan mengaktivasi
checkpoint, yang berperanan pada penahanan siklus sel
sampai kondisi menjadi memungkinkan untuk
melakukan pembelahan sel. Pada sel mamalia, growth
factor dan mitogens meregulasi tingkat ekspresi dari
cyclin D1, yang mengendalikan transisi dari G1 ke S.
Pada sel mamalia, G1 tergantung growth factor bila
akan melanjutkan ke fase Dberikutnya, kontrol
checkpoint berupa protein retinoblastoma (SHERR,
1996). Salah satu dari ciri-ciri sel kanker adalah
kehilangan kontrol checkpoint. Pada viral oncoprotein
dan mutasi dalam kanker manusia, terdapat dua target
yang spesifik yang saling terkait pada kontrol siklus sel
yaitu: ATM-p53-p21 pathway dan pl6-cyclin DI-
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Gambar 1. Tumor suppressor sebagai target dalam terapi
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CDK4-Rb pathway yang membantu sel progres melalui
fase G1. Cyclin D1 terikat pada regulasi positif dengan
CDK4, yang membantu  phosporilasi ~ Rb.
Hipophosporilasi dari Rb merupakan regulator negatif
progresi siklus sel, karena Rb terikat pada trancription
factors (faktor transkripsi) yang menjadikan faktor
transkripsi inaktif. Saat hiperphosporilasi oleh E-
CDK2, Rb menjadi inaktif dan sel dapat melanjutkan
siklus ke fase berikutnya yaitu fase S. pl6 adalah
regulator negatif dari CDK4, yang mencegah Rb
mengalami phosporilasi. Abnormalitas masing-masing
komponen pada pathway ini biasanya ditemukan pada
kanker manusia. Deteksi DNA yang mengalami
kerusakan diatur oleh tumor suppressor p53. Saat
terjadi proses kerusakan DNA, p53 menahan sel untuk
memasuki fase berikutnya dan memberikan waktu pada
DNA untuk melakukan perbaikan, atau bila kerusakan
cukup parah, p53 akan menginisiasi program kematian
sel (apoptosis). Kehilangan beberapa molecular
checkpoint dapat ditemukan pada perkembangan
beberapa tumor, hal ini dikarenakan progresi siklus sel
menjadi berjalan sebagaimana mestinya. Akumulasi
perubahan genetik juga berperanan pada timbulnya
kemoresisten, yang  mengakibatkan  hilangnya
kemampuan DNA merespon kerusakan (MENG dan EL-
DEIRY, 1999). Beberapa perubahan yang telah
diidentifikasi, yaitu perubahan pada tumor suppressors
seperti p53. Dengan hilangnya growth suppression,
progresi siklus sel tidak terkontrol dan menghasilkan
tumorigenesis.  Untuk itu, sebagian besar strategi
dalam gen terapi untuk kanker difokuskan pada
penggantian tumor suppressor dalam sel kanker
(Gambar 1).
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gen kanker. Kehilangan suppressor tumor yaitu p53 akan

menghasilkan perkembangan dan progesi tumor. p53 menjadi perantara respon seluler pada saat DNA rusak yang
mengakibatkan ditahannya pertumbuhan atau apoptosis. p21 adalah efektor utama p53 yang menjadi perantara
penahanan siklus dan CDK1 dengan pl dan p27 membantu transisi regulasi G1. Rb membantu menjadi perantara
progresi siklus sel dari fase G1 ke fase S (MENG dan EL-DIERY, 1999).
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Ada beberapa jenis tumor suppressor seperti p53,
p21, pl6, Rb dan p27. Tulisan ini membahas tumor
suppressor p53 sebagai target yang berpotensi untuk
menggantikan gen dalam kanker.

SEJARAH p53

p3 ditemukan pertama kali pada tahun 1979 yang
dikenal sebagai protein 53 kilodalton. Hal ini
dihubungkan dengan protein transforming large T-
antigen dari virus simian 40. LEVINE menemukan
bahwa protein 53-kDa mengalami ekspresi berlebih
tidak hanya pada murine SV40 transformed cells tapi
juga dalam sel karsinoma uninfected embryonic.
Mapping peptida dari protein 53 menunjukan hasil
identik pada cell lines yang berbeda, tapi berbeda dari
map peptida SV40 large-Tantigen (http://www.
lifesciences .napier.ac.uk).

Pada tahun 1980-an, p53 diketahui sebagai
oncogene, sebab ketika dikombinasikan dengan ras
klon p53 menunjukkan kemampuan transformasi
seluler. Akhir tahun 1980an akhirnya menjadi jelas
bahwa klon p53 adalah mutan dan p53 wt (wild type)
(normal) kenyataaannya adalah tumor suppressor gen.
Eksperimen yang menunjukkan kontransfeksi dari
plasmid yang mengkode p53 wt menurunkan
kemampuan transformasi dari plasmid yang mengkode
p53 dan diaktivasi oleh gen Ha-ras. Eksperimen ini
menunjukkan bahwa p53 adalah sebagai tumor
suppressor. Selanjutnya ditemukan secara luas bahwa
p53 mengalami mutasi pada berbagai jenis kanker dan
kadar p53 meningkat pada sel yang terpapar radiasi
sinar ultraviolet. Beberapa laporan juga menyatakan
bahwa ekspresi p53 berbeda pada kanker dan ratusan
laporan menyatakan terjadinya perubahan gen p53
dalam semua jenis kanker (http: //www.lifesciences.
napier.ac.uk).

Tidak sampai pada tahun 1990-an diketahui
bahwa p53 meregulasi siklus sel checkpoint yang
bertanggung jawab terhadap kerusakan DNA. Pada
awal tahun 1990an penelitian-penelitian dilakukan
untuk mengetahui fungsi biokimia p53 sebagai
sequence-specific ~ DNA-binding  protein  dengan
kemampuannya mengaktivasi ekspresi gen. Beberapa
gen target yang spesifik ditemukan, hal ini menjelaskan
beberapa efek biologis dalam penahanan siklus sel,
apoptosis dan supresi tumor (http://www.lifesciences.
napier.ac.uk).

p53 manusia adalah 393-amino acid nuclear
protein yang berperan secara biokimia sebagai faktor
transkripsi. Molekul p53 terdiri dari 3 mayor domain
yaitu: N-terminal transaktivation domain, DNA binding
domain yang terletak dalam bagian tengah molekul dan
C-oligomerization domain (HOLLSTEIN et al., 1991).
pS3 secara spesifik terikat pada konsensus DNA
binding sequence, yang terdiri dari dua ulangan 10

basepairs (bp) motif 5’-PuPuPuC(A/T)(t/A)GpyPyPy-
3’ dan ekspresi transaktivasi dari target gen. Beberapa
fungsi biologi p53 adalah menginduksi penahanan
pertumbuhan (growth arrest) atau mengaktivasi /4-3-
30 (untuk penahanan pada posisi G2) (KERN et al.,
1997), menginduksi apoptosis, dan pada sisi lain
menjadi perantara aktivasi Bax, KILLER/DRS dan gen
yang terlibat dalam menghasilkan oksigen reaktif. p53
juga meregulasi angiogenesis dan metastasis tumor
dengan regulasi transkripsional dari gen yang
mengkode epidermal growth factor receptor (EGFR),
thrombospondin, matrix metalloproteinases (MMPs),
cathepsin D, Kang ai (KAI1), basic fibroblast growth
factors dan multidrug resistant gene 1(MDR1). Mutasi
p53 ditemukan pada kanker yang terkumpul pada
specific DNA binding domain yang mengakibatkan
menghilangnya transaktivasi dan p53 specific DNA
binding (HOLLSTEIN et al., 1991).

LATAR BELAKANG DIGUNAKANNYA p53
SEBAGAI GEN TERAPI

Tiga alasan dipertimbangkannya p53 sebagai
tumor suppressor untuk mengganti gen dalam
malignansi. Pertama, p53 berperanan sangat penting
dalam menentukan nasib sel ketika DNA mengalami
kerusakan, yakni menentukan sel rusak akan
memperbaiki diri atau sel akan mengalami program
kematian sel (apoptosis), apabila kerusakan terlalu
ekstensif (ALMOG dan ROTTER, 1997). Sehingga
apabila p53 hilang atau pS3 mengalami mutasi, maka
secara nyata akan berperanan terhadap perkembangan
tumor, progresi dan resistensi kemoterapi. Pada survei
terhadap toksisitas 100 obat kanker dilaporkan bahwa
lebih dari 60 kanker manusia dan leukemia cell lines
menunjukkan sebagian besar obat tersebut bermanfaat
atau lebih efektif pada sel yang mengekspresikan wild-
type p53 (WEINSTEIN et al, 1997). Kedua, pada
sebagian besar perubahan genetik dalam tumor, baik
delesi atau mutasi pada lebih dari 50% kanker pada
manusia ternyata p53 mengalami mutasi transmisi
germline dari alel mutan p53 yang merupakan faktor
predisposisi  dari individu dengan Li-Fraumeni
syndrom yang mempunyai resiko tinggi terhadap
kanker (MALKIN et al., 1990). Secara rekayasa genetik
pada tikus yang kedua alela p53 didelesi atau knocked-
out; 75% berkembang menjadi tumor pada umur 6
bulan dan semua mati pada umur 2 tahun (DONEHOWER
et al., 1992). Ketiga, kehilangan p53 mengakibatkan
penurunan apoptosis dan menurunkan sensitifitas
terhadap radioterapi atau kemoterapi (LOWE et al.,
1993).

Terapi penggantian gen dengan p53 adalah
inducer yang berpotensi untuk apoptosis sel kanker
yang efektif meskipun terdapat berbagai perubahan
genetik dalam sel kanker (BAKER et al., 1990). p53
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dapat meregulasi pertumbuhan sel kanker secara in
vivo, sehingga penggantian p53 atau overekspresi p53
ketidaknormalan kontrol siklus sel dapat diregulasi
kembali. Oleh karena itu terapi kanker dari p53 sangat
penting untuk direalisasikan walaupun kekuatan p53-
gene therapy ~mempunyai keterbatasan, dalam
pengembangan anticancer agent.

VEKTOR TERAPI GEN p53

Pada awalnya terapi gen dengan p53 adalah
menggunakan retrovirus untuk membawa gen fumor
suppressor masuk ke dalam berbagai cancer cell lines
(CAl et al., 1993). Dua kelompok peneliti memasukkan
p53 melalui vektor retrovirus ke dalam non-small lung
cancer line dan menekan pertumbuhan tumor secara in
vitro maupun in vivo dalam a nude mouse model. Ini
juga ditunjukkan dalam fase I percobaan klinik yaitu
retrovirus-transferred p53 dapat digunakan untuk
menginfeksi non-small lung cancer line pada manusia
melalui injeksi intratumoral dan juga efektif membatasi
pertumbuhan pada sebagian kecil penderita dengan
stadium kanker terminal (ROTH et al., 1996). Sekarang,
sebagian besar strategi p53-directed gene replecement
telah diganti dengan menggunakan vektor adenovirus
(Gambar 2) sebab adenovirus dapat menginfeksi
berbagai tipe sel dan dapat diproduksi dalam titer yang

tinggi. Dilaporkan bahwa adenovirus mengekspresikan
[-galaktosidase (Ad-LacZ) yang dapat menginfeksi sel
tumor dari berbagai macam jaringan termasuk otak,
paru-paru, payudara, ovarium, kolon, dan prostat
(BLAGOSKLONNY et al., 1996). Selanjutnya kemampuan
adenovirus dalam menginfeksi sel tumor tidak
tergantung pada status p53 dari sel inang. Beberapa cell
lines, secara turun temurun resisten terhadap infeksi
adenovirus, misalnya pada 2 leukemia dan 2 lymphoma
cell line MDA-MB-435 dengan p53 yang mengalami
mutasi (NIELSEN et al., 1997) dan choriocarcinoma cell
line JEG3 dengan wild-type p53. Penjelasan mengenai
resistensi terhadap infeksi adenovirus seluruhnya
belum diketahui. Awalnya karena reseptor seluler yang
bertanggung jawab terhadap binding adenovirus tidak
diketahui. Diperkirakan bahwa o-integrin yang
dibutuhkan untuk internalisasi yang efisien adenovirus
(WICKMAM et al., 1993) tetapi analisis Fellow of the
American  College of Surgeon (FACS) tidak
menunjukkan penurunan ekspresi integrin pada breast
cancer cell line yang diinfeksi dengan dosis rendah p53
adenovirus (Ad-p53) (NIELSEN et al., 1997). Walaupun
mekanismenya tidak diketahui, inefisiensi infeksi
adenovirus pada sel merupakan hal yang penting,
mengingat pengobatan p53 menjadi tidak responsif
(MENG dan EL-DEIRY, 1999).
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Gambar 2.
dapat dikemas dalam sel yang dapat mensintesa

Strategi vektor viral dalam terapi gen. Virus akan kehilangan beberapa gen strukturalnya (sekuen atas) sehingga

protein virus. Dalam genom virus, gen terapi ditempatkan pada gen

struktural (sekuen bawah). Constuct ini dipelihara menjadi sel produsen yang dapat menghasilkan virion yang

mengandung gen terapi
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Untuk membantu menentukan keberhasilan terapi
Ad-p53, pertanda untuk produktifitas infeksi p53 telah
dan sedang dipelajari. Hal yang tidak menguntungkan
adalah pemeriksaan kadar p53 setelah infeksi Ad-p53
menjadi sulit sebab sebagian besar sel kanker pada
manusia telah mengalami overekspresi dari p53, hal ini
dikarenakan p53 telah mengalami mutasi sehingga
pemeriksaan kadar protein p53 menjadi tidak berguna.
Ekspresi protein p21VAF™! telah dievaluasi sebagai
pertanda untuk efisiensi transduksi p53 wild type. p21
adalah CDK inhibitor, yaitu target downstream p53
yang secara transkripsional menginduksi tingginya p53
yang bertanggung jawab terhadap kerusakan DNA (EL-
DIERY et al., 1993). p21 berlaku sebagai regulator
negatif dari pertumbuhan selama fase G1 siklus sel
checkpoint yang terikat dan menghambat cyclin/CDKs.
Dihipotesakan bahwa p21 adalah marker yang baik
untuk transduksi p53 sebab sel tumor mengekspresikan
p53 mutan sedangkan p21 diekspresikan dalam kadar
yang rendah (EL-DIERY et al., 1994). Akibatnya,
setelah infeksi Ad-p53 pada cancer cell lines yang
berbeda, ekspresi p21 tinggi diinduksi secara in vitro
dan in vivo, yang dideteksi dengan immunocytochemistry
atau western blot yang menggambarkan keberadaan
P53 (BLAGOSKLONNY et al., 1996).

Penahanan siklus sel dan apoptosis yang diinduksi
oleh p53

Beberapa studi telah mencatat efikasi infeksi Ad-
pS3 pada penghambatan pertumbuhan sel kanker
(ROTH et al., 1997). Penahanan siklus sel tergantung
dosis dan waktu. BLAGOSKLONNY et al., 1996
melaporkan bahwa tingkat apoptosis diperkecil pada
sel yang mempunyai p53 wild-type saat dibandingkan
dengan p53 mutan, dan memberikan kesan bahwa
beberapa sel dengan p53 wild-type adalah resisten Ad-
p53 jika DNA tidak ada yang mengalami kerusakan.
Sebaliknya penghambatan pertumbuhan oleh Ad-p53
tidak terlihat pada p53 yang terdapat pada prostate
cancers cell (MENG dan EL-DEIRY, 1999).

Berkaitan dengan toksisitas Ad-p53 pada sel
normal, maka sebuah vektor harus mempunyai
kemampuan spesifik terhadap sel target yaitu sel
kanker, karena apabila infeksi yang dilakukan kurang
hati-hati tentunya akan menimbulkan efek samping
terhadap sel normal. Satu studi yang membandingkan
respon human fibroblast cell line GM38 dengan dua
nasopharyngeal cell lines terhadap infeksi Ad-p53 dan
menemukan bahwa terdapat efisiensi transfeksi yang
rendah dan ekspresi transgene setelah diinfeksi dengan
Ad-p53 (LI et al., 1997). Akibatnya, fibroblast tersebut
resisten terhadap sitotoksisitas yang diperantarai oleh
p53, walaupun beberapa sel yang diamati ada yang
mengalami kematian. Siklus sel tidak terpengaruh oleh
Ad-p53 seperti yang diamati pada human fibroblast cell

line yang lain (CHANG et al., 1997). Studi terbaru juga
menyatakan bahwa infeksi Ad-p53 terhadap human
keratynocytes sangat rendah (BLAGOSKLONNY et al.,
1998). Sepertinya sel normal mungkin lebih resisten
terhadap infeksi Ad-p53 dan kemungkinan sel normal
mempunyai mekanisme yang intact untuk tetap
bertahan hidup meskipun terdapat ekspresi p53 wild-
type. Sebagai contoh, sel normal menginduksi MDM2
yang berperanan terhadap degradasi p53.

p53 berbeda dengan tumor suppressor yang lain,
karena kemampuannya menginduksi  apoptosis.
Apoptosis adalah hal yang sangat dipertimbangkan
dalam terapi kanker. p53 terlibat dalam beberapa jalur
apoptosis. Walaupun p53 dapat meregulasi ekspresi
gen yang terlibat apoptosis, seperti BAX atau
FAS/APO1, p53-dependent apoptosis, masih dapat
secara langsung menyebabkan apoptosis pada sel target
(KNUDSON et al., 1995).

APLIKASI TERAPI MEMANFAATKAN GEN-p53
Overekspresi MDR1 pada sel kanker

Terapi gen dengan menggunakan p53 berguna
untuk infeksi pada sel kanker yang mengalami
overekspresi multidrug resistance gene, MDR1 (EL-
DIERY, 1998). MDR1 adalah membran glikoprotein
yang terdapat pada permukaan sel yang dapat
menurunkan konsentrasi intraseluler agen kemoterapi.
Telah dilaporkan pada kanker kolon dan breast cancer
cell lines yang 1000 kali lebih resisten terhadap
terhadap adriamycin dikarenakan overekspresi MDR1
dan secara cepat terinfeksi dengan Ad-pS53 dan
kemudian mengalami apoptosis, sebagaimana telah
diperiksa dengan adanya fragmentasi nuklear.
Menariknya, ternyata p53 dapat meregulasi MDRI,
schingga apabila kehilangan p53 maka akan terjadi
upregulasi dari MDRI1 dan akibatnya akan
meningkatkan khemoresisten (CHIN et al, 1992;
THOTTASSERY et al., 1997).

p53 dan kemoterapi

Walaupun pemberian Ad-p53 sebagai agen
tunggal yang dapat berkembang menjadi strategi
pengobatan antikanker, kombinasi p53-gene therapy
dengan pengobatan tradisional kanker adalah logis dan
praktis. p53 tampaknya berperanan penting dalam
kerusakan DNA yang diakibatkan berbagai macam
obat dikarenakan mutasi atau kehilangan p53 dikaitkan
dengan menurunnya kepekaan terhadap kemoterapi
(WEINSTEIN et al., 1997). Untuk itu penggantian p53
dalam cell lines yang fungsi p53-nya hilang mungkin
akan memperbaiki kepekaan terhadap kemoterapi.
Pertama kali dilaporkan pada human-non small cell
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lung cancer lines dengan p53 mutan menjadi lebih
sensitif terhadap cisplatin setelah dilakukan transduksi
dengan p53 wild-type. Dalam laboratorium, MENG dan
EL-DEIRY (1999) juga mengamati bahwa kombinasi
antara agen yang menyebabkan kerusakan DNA (DNA
damaging agent) dan infeksi p53 secara umum
menghasilkan efek sinergi terhadap kematian sel
kanker. Dengan demikian diharapkan kombinasi Ad-
p53 dengan DNA damaging chemotherapeutic agent
mungkin akan lebih efektif dan berguna pada
pengobatan penderita kanker (MENG dan EL-DEIRY,
1999).

p53 dan radiotherapy

Pada awalnya kombinasi p53 dan radiotherapy
digunakan karena terapi kanker dengan radio terapi
yang ditunjukkan oleh thymocytes yang siap untuk
apoptosis setelah paparan dengan iradiasi vy, tetapi
karena hilangnya ekspresi p53 wild-type dalam
tymocytes secara dramatis menurunkan jumlah sel yang
akan apoptosis (LOWE et al., 1993). Pada eksperimen
yang lain, transfeksi pada human papiloma virus
(HPV) 16E6 gene, yang terikat dengan p53 dan
menginaktifkan p53, di dalam human diploid fibroblast
ternyata merubah sel menjadi resisten terhadap iradiasi,
ini disebabkan karena hilangnya p53. Sehingga
hilangnya p53 merubah sel kanker menjadi lebih
resisten terhadap radioterapi. Kombinasi terapi gen-p53
dengan  radioterapi  telah  difokuskan  pada
meningkatnya kepekaan sel kanker terhadap paparan
iradiasinya. Jadi p53 yang ditransduksikan ke dalam
ovarian cancer cells yang kehilangan fungsi p53,
ternyata merubah sel tersebut menjadi lebih sensitif
terhadap radioterapi. Iradiasi dan transfeksi Ad-p53
juga menurunkan pertumbuhan head dan neck cancer
line yang mengalami radioresisten secara in vivo pada
tikus model yang ternyata lebih efektif bila
dibandingkan perlakuan tunggal (CHANG et al., 1997).

GEN TERAPI p21 SEBAGAI ALTERNATIF
UNTUK p53

Dalam evaluasi tentang terapi gen dengan
menggunakan p21, sebagian besar kelompok
membandingkannya dengan Ad-p53. Ad-p21 hanya
menyebabkan sedikit atau tidak ~menyebabkan
apoptosis. Tetapi p21 adalah suppressor pertumbuhan
kanker yang potensial. Jadi Ad-p21 adalah sebuah
alternatif yang penting bagi p53 dalam beberapa situasi
yang khusus apabila p53 inaktif. Pada beberapa cell
lines, p53 tidak mengalami mutasi tapi tidak berfungsi.
Ini dikarenakan didegradasi oleh HPV tipe 16 atau tipe
18 atau disebabkan karena diikat untuk diinaktifkan
oleh protein seluler seperti oncoprotein mouse double
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minute-2 (MDM?2). Pada situasi seperti ini bila protein
tersebut overekspresi maka akan menginaktifkan
transduksi p53 eksogen sehingga p21 mungkin dapat
menjadi alternatif (MENG dan EL-DIERY, 1999).

HPV16E6 menginaktifkan p53

Infeksi oleh HPV tipe 16 atau tipe 18 yang secara
epidemiologi berhubungan dengan sebagian besar
penyebab kanker mulut rahim (cervical cancer) di
dunia. Protein E6 dari HPV mempunyai target pada
p53 manusia untuk didegradasi melalui wubiquitin-
mediated proteilysis. Protein seluler E6 yang disebut
E6-associated protein (E6AP) terikat pada p53 dan
fungsinya sebagai E3 ubiquitin ligase menjadi
perantara degradasi p53 (MENG dan EL-DEIRY, 1999).

p53 menghasilkan ovarian cancer cells yang
stabil mengekspresikan protein HPV16E6, yang
berperan pada degradasi p53 endogen (WU dan EL-
DEIRY, 1996). Infeksi ovarian cancer cells dengan Ad-
p53 hanya memproduksi hambatan sintesis DNA yang
sangat sedikit, dan ekspresi p21 sangat sedikit
diinduksi (PRABHU et al., 1996). Sebaiknya, infeksi
pada sel yang mengalami overekspresi E6 dengan Ad-
p21-341 menekan sintesis DNA secara signifikan pada
banyak Mechanism of Injury (MOI) yang lebih rendah.
Sel yang mengalami overekspresi E6 tetap
berproliferasi pada tiga hari setelah infeksi dengan Ad-
p53 pada MOI dengan kadar 150, infeksi dengan Ad-
p21-341 adalah sitotoksik terhadap sel pada waktu
yang sama, dan menyebabkan beberapa DNA
mengalami fragmentasi yang mengindikasikan terjadi
apoptosis. Dengan demikian HPV yang dikaitkan
dengan kanker, bila E6 overckspresi maka akan
menginaktifkan p53, sehingga mungkin dapat diganti
dengan Ad-p21 (MENG dan EL-DEIRY, 1999).

Overekspresi MDM2 menginaktifkan p53

p53 dapat diinaktifkan oleh keberadaan MDM2,
yang juga merupakan target pS53 untuk degradasi.
Onkogen MDM2 adalah target untuk aktivasi
transkripsi oleh p53 (BARAK et al, 1993). Selain itu,
MDM?2 juga menghentikan transaktivasi domain p53
dan menghambat aktivasi transkripsi yang tergantung
p53 (MOMAND et al., 1992). Jadi walaupun p53
mengaktifkan MDM2, MDM?2 adalah downregulation
p53 dan berbalik menghambat fungsi p53 dalam
penahanan pertumbuhan dan apoptosis. Walaupun
ditemukan berbagai macam tumor, overekspresi
MDM?2 adalah umum dilaporkan dalam jaringan lunak
sarkoma, kejadiannya lebih dari 30% dari keseluruhan
kasus. Sehingga apabila dalam tumor, MDM2
meningkat, terapi gen dengan p53 bukanlah terapi yang
terbaik (OLINER et al., 1992).
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Untuk menguji hipotesis ini digunakan Ad-p53
untuk menginfeksi beberapa human cancer cell lines
yang mempunyai ekspresi protein MDM?2 yang tinggi
kemudian dibandingkan dengan cell lines dengan
MDM?2 dengan kadar yang rendah. Sel tumor dengan
MDM?2 yang tinggi ternyata resisten terhadap efek
penghambatan pertumbuhan oleh Ad-p53 (MENG et al.,
1998). Walaupun sel kanker yang MDM?2 overekspresi
masih  dapat terinfeksi dengan Ad-pS3 dan
menginduksi ekspresi protein p53 yang tinggi seperti
yang diperoleh dari Western immunobloting. Rata-rata
sintesis DNA hanya menurun sangat sedikit bila
dibandingkan dengan sel yang terinfeksi Ad-LacZ dan
mereka menunjukkan induksi p21 yang terhambat.
Sebab pengaruh hambatan dari p53 eksogen dihambat
pada cell lines ini. Jika p21 yang diuji, dimana p21
merupakan downstream target dari p53 dapat langsung
berpengaruh terhadap MDM?2 yang menghambat p53.
Infeksi sel yang mengalami overekspresi MDM2
dengan p21 menghasilkan overekspresi p2l, yang
mempunyai kekuatan yang besar untuk menghambat
siklus sel, dan menurunkan viabilitas seluler (MENG et
al., 1998). Hiperphosporilasi protein Rb berhubungan
dengan resistensi tumor terhadap infeksi Ad-p53. Hal
ini memberikan suatu indikator bahwa status
phosporolasi Rb merupakan indikator yang baik bagi
penghambatan pertumbuhan yang diperantarai p53
(MENG dan EL-DEIRY, 1999).

SV40 Large T Antigen menginaktifkan p53

Gen suppressor tumor, p53 pertama kali ditemukan
pada tahun 1979 sebagai 53-kilodalton simian virus 40
(SV40) large T antigen-associated protein. SV40 large
T antigen (Tag) diketahui terikat dan menginaktif
beberapa gen suppressor tumor termasuk pS53
(TIEMANN et al., 1995). Dilaporkan bahwa lebih dari
60% human mesothelioma mengekspresikan sekuen
SV40-like. Pada beberapa sampel mesothelioma
menunjukkan bahwa p53 koekspresi dengan Tag, dan
Tag mengkopresipitasi p53 sehingga menjadikan p53
inaktif (CARBONE et al., 1997).

Virus Hepatitis B “Protein X” dan retensi
sitoplasma dari p53

Virus Hepatitis B “Protein X” adalah regulasi
negatif terhadap p53 sehingga protein X menghambat
fungsi p53 (WANG et al., 1994). Penempelan protein X
pada p53 menyebabkan p53 keluar dari nukleus.
Dengan demikian, kanker hati yang disebabkan oleh
virus hepatitis menyebabkan p53 tidak berfungsi.
Dalam kondisi ini maka penggunaan p21 sebagai terapi
dibanding p53 lebih mungkin dilaksanakan.

PERCOBAAN KLINIK

Rute pemberian gen terapi p53 biasanya melalui
injeksi intratumor (NGUYEN et al., 1996), tetapi CHEN
dan MIXON (1998) melakukan pemberian p53 melalui
injeksi intravena dan hasilnya ternyata terjadi
penurunan dari pertumbuhan tumor.

Pioner yang bekerja dengan gen p53 terapi banyak
dilakukan. Percobaan klinik pertama dilakukan oleh
JACK ROTH dan koleganya pada M.D. Anderson
Cancer Center menggunakan p53 dengan vektor
Retrovirus untuk mengobati penderita dengan non-
small-cell lung cancer yang diberi secara intratumor
ternyata tidak menyebabkan toksis sampai 5 bulan
kemudian. Wild type p53 dideteksi dalam biopsi paru-
paru dengan hibridisasi insitu dan amplifikasi PCR,
sedangkan apoptosis yang ditentukan dengan
pemeriksaan TUNEL berdasarkan sampel biopsi post-
treatment. Dari enam penderita pada studi ini, 3
penderita menunjukkan stabilisasi pertumbuhan tumor
dan 3 penderita menunjukkan regresi tumor yang
perlahan (NGUYEN et al., 1996). Dilaporkan bahwa
penghambatan pertumbuhan tumor diperkuat ketika
terapi p53 gen terapi dikombinasi dengan cisplatin
sistemik. Pada percobaan klinik phase II pada kanker
paru-paru dan kepala leher. Percobaan klinik yang lain
dilakukan dengan menggunakan adenovirus FE1b-
deleted, yang menunjukkan target mutan p53-
expressing cells (BISCHOFF et al., 1996). Hasil
pendahuluan menunjukkan tidak terdapat efek samping
yang nyata pada vektor ini (KIRN ef al., 1999).

KESIMPULAN

Penggunaan tumor suppressor dalam terapi gen
menunjukkan strategi yang penting untuk melawan
kanker. Strategi terapi p53-gen penting untuk
dikembangkan, dan kombinasi dengan kemoterapi atau
radioterapi merupakan suatu hal yang menguntungkan.
Hingga tulisan ini disusun terapi p53 gen terapi yang
dikembangkan secara progresif pada percobaan klinik,
walaupun p53 tidak selalu merupakan pilihan yang
ideal untuk gen terapi pada semua kanker. Pada sel
tumor yang mengalami over ekspresi MDM?2 atau
mempunyai HPV16E6, sebaiknya digunakan tumor
suppressor yang lain seperti p2l yang lebih
memungkinkan dalam terapi gen sebab MDM2 atau
HPV16E6 dapat langsung menginaktivasi p53.

Dibutuhkan desain vektor yang efisien sehingga
dapat menyebabkan perpanjangan ekspresi yang tinggi
terhadap gen tertransduksi hanya terjadi pada sel
kanker target. Disamping itu diperlukan pula kriteria
lebih lanjut untuk merencanakan keputusan tumor
suppressor yang akan digunakan untuk terapi gen.
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Penggunaan tumor suppressor menunjukkan
kemampuan yang sangat potensial bagi treatment anti
kanker dan membutuhkan penelitian lebih lanjut.
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