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RINGKASAN

Latar Belakang : Kanker serviks uteri merupakan penyakit keganasan kedua
terbanyak pada wanita di dunia dan sekitar 86% dari keseluruhan kasus kanker
serviks ini terjadi di negara-negara berkembang, termasuk Indonesia. Saat ini
telah diketahui bahwa infeksi kronis oleh virus human papillomavirus (HPV) tipe
ganas merupakan penyebab penting dari hampir seluruh kanker serviks uteri dan
juga beberapa lesi ganas pada vulva, vagina, anus, penis, dan orofaring.
Berdasarkan kecenderungannya untuk menimbulkan kanker, tipe HPV
dikelompokkan menjadi HPV risiko rendah (low-risk, IrHPV), yaitu tipe HPV
yang tidak berisiko menyebabkan kanker dan HPV risiko tinggi (high-risk,
hrHPV), yaitu tipe HPV yang mempunyai risiko menyebabkan kanker.
Predominasi tipe hrHPV dapat berbeda pada setiap daerah tertentu dan di
Indonesia HPV tipe 16, 18, 52,merupakan tipe HPV terbanyak yang ditemukan.
Bahkan dari hasil peneltilan kami di working group Onkologi FK Universitas
Padjadjaran dtemukan bahwa HPV tipe 45 juga merupakan tipe HPV tersering
yang menginfeksi kanker serviks di Bandung. Selain perbedaan predominasi tipe,
HPYV juga memiliki variasi gen yang dominan di berbagai daerah tertentu seperti
Afrika, Eropa, Amerika Latin, dan Asia Tenggara. Varian yang berbeda ini dapat
memiliki dampak klinis yang signifikan sehingga dapat menimbulkan perbedaan
pada sifat transmisi virus, persistensi infeksi, progresifitas lesi serviks dari jinak
menjadi ganas, dan respon imun. Masalah: Dari data penelitian kami di working
group Onkologi FK Universitas Padjadjaran terdahulu telah teridentifikasi bahwa
HPV 16, 18, 52 dan 45 merupakan tipe HPV tersering yang menginfeksi kanker
serviks di Bandung. Dari hasil tersebut, telah dilakukan pemeriksaan sekuen
fragmen L1 untuk HPV 16, 18 dan 52. Saat ini data sekuen lengkap gen L1 dan
L2 HPV tipe 45 isolat Indonesia belum tersedia pada database GenBank. Untuk
itu diperlukan suatu studi untuk melengkapi penelitian-penelitian sebelumnya
sehingga data dasar dapat dikumpulkan dari berbagai tipe HPV tersering yang ada
di Indonesia. Tujuan dan Kegunaan: Memperoleh data gen penyandi kapsid
mayor L1 dan kapsid minor L2 human papilloma virus (HPV) tipe 45 sebagai
studi awal untuk penemuan kandidat vaksin. Analisis sekuen yang diperoleh dari
penelitian ini juga dapat dimanfaatkan untuk kepentingan diagnostik seperti
pembuatan probe maupun pembuatan antigen. Metode : 30 biopsi kanker serviks
yang disimpan dan telah diperiksa dengan metode Linear Array HPV Genotyping.
Dari hasil genotipe tersebut, biopsi yang terinfeksi HPV 45 diisolasi gen L1 dan
L2 dengan cara mengamplifikasikan dengan primer spesifik untuk gen L.1 dan L2
HPV tipe 45 dengan metode PCR yang kemudian dikloning ke dalam vektor
untuk kemudian dilakukan sekuensing dan dianalisis serta diidentifikasi variasi
genetik kapsid mayor L1 dan kapsid minor L2 HPV genotipe 45.
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BAB 1
PENDAHULUAN
I.1 Latar Belakang

Kanker serviks uteri merupakan penyakit keganasan kedua terbanyak pada
wanita di dunia dengan estimasi 529.409 kasus baru dan 274.883 kematian pada
tahun 2008. Sekitar 86% dari keseluruhan kasus kanker serviks ini terjadi di
negara berkembang, termasuk Indonesia.' Di Indonesia, kasus baru kanker serviks
pertahunnya mencapai angka 13.762 dengan angka kematian sebesar 7.493
pertahun. Apabila angka penambahan kasus baru ini konstan, maka diperkirakan
pada tahun 2025 kasus kanker serviks di Indonesia akan mencapai 21.155 per

tahunnya, suatu beban penyakit yang sangat besar bagi negara kita.”

Saat ini telah diketahui bahwa infeksi oleh virus human papillomavirus
(HPV) tipe onkogenik yang persisten merupakan penyebab penting dari hampir
seluruh lesi premaligna dan lesi maligna dari serviks uteri dan juga beberapa lesi
ganas pada vulva, vagina, anus, penis, dan orofaring.3 HPV diketahui memiliki
lebih dari 120 tipe, dan memiliki tropisme yang khas pada tubuh manusia.
Beberapa tipe merupakan tipe kutaneotropik yang cenderung menginfeksi kulit
seperti HPV tipe 1, 4, 5, 8, 41, 48, 60, 63, dan, 65 yang dapat diisolasi dari lesi
kutil dari telapak tangan atau kaki. Tipe lainnya adalah kelompok mukosatropik
atau anogenital seperti HPV tipe 6, 11, 13, 44, 55, 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67, 18,
39, 45, 59, 68, 70, 26, 51, 69, 30, 53, 56, 66, 32, 42, 34, 64, 73, 54 yang
ditemukan pada lesi jinak maupun ganas di saluran genitalia dan anus pria dan

. 4
wan1ta.3’

Berdasarkan kecenderungan untuk menimbulkan kanker karena bersifat
onkogenik, tipe HPV anogenital tersebut dikelompokkan dalam HPV risiko
rendah (low-risk, IrHPV), yaitu tipe HPV yang tidak atau jarang berisiko
menyebabkan kanker servik dan HPV risiko tinggi (high-risk, hrHPV), yaitu tipe

HPV yang mempunyai risiko menyebabkan kanker serviks.



Vaksin yang ada di di pasaran saat ini terdiri dari bivalent HPV tipe 16 dan
18 atau quadrivalent HPV tipe high risk 16 dan 18 yang ditambah dengan HPV
tipe low risk 6 dan 18. HPV 16 dan 18 merupakan dua genotipe yang tersering
menginfeksi serviks dan infeksi yang kronis dari jenis HPV tersebut dapat
mengakibatkan kanker serviks. Walaupun demikian, dari penelitian yang
dilakukan di 3 daerah di Indonesia Jakarta, Tasik, Bali menunjukkan bahwa HPV
52 juga sering menginfeksi serviks. Para peneliti tersebut menyarankan untuk
memasukkan genotipe HPV 52 kedalam komponen vaksin terutama untuk vaksin

yang akan digunakan di Indonesia.”

Salah satu fokus penelitian di fakultas kedokteran Universitas Padjadjaran
dibidang kesehatan adalah onkologi. Working group onkologi memiliki track
record sejak tahun 2010 (gambar 1) dalam upaya mencari variasi genotipe human
pappiloma virus (HPV), virus yang merupakan agen etiologi dari kanker serviks
uteri, terutama HPV 16, dan 18 sehingga vaksin yang ada di dunia berisikan
kedua jenis genotipe tersebut. Dalam penelitian terdahulu di working group
onkologi FKUP, genotipe HPV 45 juga banyak menginfeksi kanker serviks
sehingga mendorong peneliti untuk menganalisis gen penyandi kapsid mayor L1

dan minor L2 dari HPV 45, sebagai salah satu genotipe tersering di Bandung.

HPV merupakan virus DNA non-envelop yang relatif kecil dengan ukuran
sekitar 8000 pasang basa dan manusia merupakan satu-satunya inang bagi virus
ini.> Virus ini diselubungi oleh suatu protein kapsid yang terutama disusun oleh
protein L1 (kapsid mayor) dan protein L2 (kapsid minor). Protein kapsid ini selain
sebagai pelindung materi genetik virus, juga sangat berperan dalam proses
transmisi, infeksi, serta merupakan protein penginduksi antibodi netralisasi

terhadap HPV yang terbesar.’

Protein L1 atau bersama dengan L2 dapat
membentuk virus like particle (VLP) apabila gen yang bertugas menyandi kedua
protein tersebut diekspresikan pada vektor eukariot maupun prokariot. VLP ini
merupakan partikel mirip virus yang dapat menginduksi antibodi netralisasi
sehingga mencegah masuknya virus ke dalam sel target. Respon imun yang

ditimbulkan setelah paparan terhadap VLP ini juga berlaku untuk jangka panjang



atau memiliki respon memori yang baik,®’ sehingga protein L1 dan L2 sangat

sesuai untuk digunakan sebagai vaksin HPV.

Prevalensi hrHPV dapat berbeda pada populasi di daerah tertentu dan di
Indonesia HPV tipe 16 dan 18 memiliki prevalensi terbanyak yang hampir sama
dengan negara lain pada umumnya, kemudian diikuti oleh HPV tipe 52, dan 457
Selain predominasi tipe HPV yang dapat berbeda pada setiap populasi tertentu,
HPV juga memiliki diversitas berupa variasi gen atau varian yang juga memiliki
predominasi tertentu di berbagai daerah seperti Afrika, Eropa, Amerika Latin, dan
Asia Tenggara. Varian yang berbeda ini dapat memiliki dampak klinis yang
signifikan sehingga dapat menimbulkan perbedaan pada sifat transmisi virus,
persistensi infeksi, progresifitas lesi serviks dari jinak menjadi ganas, dan respon
imun HPV® Oleh sebab itu perlu diadakan pemetaan terhadap tipe dan varian

HPV di Indonesia, khususnya di Bandung.

Infeksi persisten pada epitel serviks oleh hrHPV ini dapat memicu
terjadinya kanker serviks karsinoma sel skuamosa (SCC), adenokarsinoma
(ADCA) dan karsinoma adenoskuamosa (ADSQ), sehingga HPV tipe tersebut
disarankan untuk dimasukkan dalam program vaksinasi. HPV yang beragam
tipenya serta variasi gen yang berbeda mempunyai predominansi tertentu di
berbagai daerah seperti di Afrika, Eropa, Amerika Latin dan Asia Tenggara. Oleh
sebab itu maka perlu diadakan pemetaan terhadap HPV di Indonesia, khususnya

di Bandung.

Apabila data dasar genomik pada HPV ini diketahui dengan baik,
diharapkan ide penelitian ini dapat terus bergulir sehingga dapat terwujud upaya
pengembangan vaksin HPV yang murah dan sesuai dengan populasi wanita
Indonesia. Pada kesempatan hibah ini, kami ingin membangun suatu data dasar
genomik HPV yang komprehensif, terdiri dari tipe HPV 16 dan 18 dan 52 yang
sudah dianalisis sebelumnya dan dilanjutkan dengan tipe HPV 45 yang juga

memiliki prevalensi tinggi pada kasus kanker serviks di Indonesia.’



Sejauh pengetahuan tim peneliti, penelitian mengenai analisis gen
penyandi L1 dan L2 HPV 45 isolat Indonesia belum pernah dilakukan dan belum
tersedia pada database GenBank. '’ Untuk itu, sebagai pelengkap dari peta jalan
penelitian di Fakultas Kedokteran Unpad, maka studi ini dapat terintegrasi ke
dalam data dasar berbagai jenis HPV yang ada di Indonesia, khususnya dari isolat
klinik yang ada di Bandung. Adanya data dasar HPV, diharapkan dapat membantu
ilmu pengetahuan dalam pengembangan vaksin yang sesuai untuk populasi

Indonesia dengan mengidentifikasikan protein kapsid L1 dan L2.

Data dasar dari penelitian ini diharapkan dapat melengkapi data dari
roadmap penelitian kanker serviks di Fakultas Kedokteran Unpad. digunakan
sebagai data untuk pengembangan vaksin HPV yang cocok untuk populasi di
Indonesia. Sepanjang pengetahun tim peneliti, analisis diversitas genomik HPV
45 dari populasi Indonesia belum dilakukan sehingga hal ini merupakan aspek

kebaruan (novelty) dari penelitian ini.

Pada tahun pertama, penelitian diarahkan untuk melihat adanya variasi dan
diversitas gen penyandi L1 dan L2 HPV 45 yang berkolerasi dengan tipe kanker
serta tingkat keganasan penyakit kanker serviks yang akan dilanjutkan dengan
kloning pada tahun kedua sehingga diperoleh biobanking yang lestari dan dapat
dimanfaatkan untuk pengembangan penelitian selanjutnya yang dapat

dikembangkan ke arah diagnostik maupun perngembangan vaksin
1.2 Perumusan Masalah

1. Bagaimanakah sekuen lengkap gen L1 HPV 45 isolat dari Bandung ? (tahun 1)
2. Bagaimanakah sekuen lengkap gen L2 HPV 45 isolat dari Bandung ? (tahun 1)
3. Bagaimana posisi HPV 45 pada pohon filogenetik di dunia? (tahun ke 2)

4. Bagaimana sifat imunogenitas HPV 457 (tahun ke 2)
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BAB 2
TINJAUAN PUSTAKA

Peningkatan kasus kanker serviks dan kasus pra-kanker serviks di dunia
merupakan masalah kesehatan perempuan yang perlu mendapatkan perhatian
serius, seperti yang disampaikan oleh International Agency for Research on
Cancer (IARC). IARC memprediksikan kasus kanker serviks tahun 2000-2050
pada populasi perempuan usia 15 tahun ke atas akan mencapai tiga milyar
perempuan, terutama di negara berkembang seperti negara-negara di Afrika,

Amerika Latin dan Asia.”'°

Di Indonesia, kasus baru kanker serviks pertahunnya mencapai angka
13.762 dengan angka kematian sebesar 7.493 pertahun. Apabila angka
penambahan kasus baru ini konstan, maka diperkirakan pada tahun 2025 kasus
kanker serviks di Indonesia akan mencapai 21.155 per tahunnya, suatu beban
penyakit yang sangat besar bagi negara kita.” Tingginya kasus kanker serviks ini
berhubungan dengan minimnya akses penduduk terhadap fasilitas kesehatan dan
terbatasnya pengetahuan penduduk tentang faktor risiko, pencegahan, deteksi dini,

dan terapi terhadap lesi pra-kanker serviks.”'?

Berbagai studi epidemiologi membuktikan bahwa HPV memiliki peran
yang penting (necessary) untuk menyebabkan kanker serviks. Untuk
merencanakan pencegahan kanker serviks dengan vaksinasi, perbedaan geografis
mengenai distribusi HPV perlu dinilai, terutama pada daerah dengan insidensi
kanker serviks tinggi yang akan mendapatkan manfaat paling banyak pada
program pencegahan di masa yang akan datang. HPV diketahui memiliki lebih
dari 120 tipe, dan memiliki tropisme yang khas pada tubuh manusia. Beberapa
tipe merupakan tipe kutaneotropik yang cenderung menginfeksi kulit yaitu HPV
tipe 1,4, 5, 8, 41, 48, 60, 63, dan, 65. Virus-virus ini sering diisolasi dari lesi kutil
dari telapak tangan atau kaki. Tipe lainnya adalah kelompok mukosatropik atau

anogenital yaitu HPV tipe 6, 11, 13, 44, 55, 16, 31, 33, 35, 52, 58, 67, 18, 39, 45,
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59, 68, 70, 26, 51, 69, 30, 53, 56, 66, 32, 42, 34, 64, 73, dan 54 yang ditemukan

pada lesi jinak maupun ganas di saluran genitalia dan anus pria dan wanita.**”

Berdasarkan kecenderungan untuk menimbulkan kanker karena bersifat
onkogenik, tipe HPV anogenital tersebut dikelompokkan dalam HPV risiko
rendah (low-risk, IrtHPV), yaitu tipe HPV yang tidak berisiko menyebabkan
kanker serviks dan HPV risiko tinggi (high-risk, hrHPV), yaitu tipe HPV yang
mempunyai risiko menyebabkan kanker serviks. Prevalensi hrHPV penyebab
kanker serviks dapat berbeda pada populasi di daerah tertentu, di Indonesia
hrHPV tersebut didominasi oleh HPV tipe 16 dan 18, suatu data yang hampir
sama dengan negara lain pada umumnya, kemudian diikuti oleh HPV tipe 52, dan

45>

HPV merupakan virus DNA untai ganda yang memiliki genom dalam
bentuk sirkuler dengan ukuran sekitar 8000 pasang basa yang mengkode dua jenis
protein yaitu Early protein E1, E2, ES, E6, E7 dan Late protein L1, L2.dan E4.'8
Virus ini diselubungi oleh suatu protein kapsid yang terutama disusun oleh protein
L1 (kapsid mayor) dan protein L2 (kapsid minor). Ukuran molekul protein-protein
ini sedikit bervariasi diantara genotipe HPV, tetapi kurang lebih protein L1 dan
L2 masing-masing disusun oleh 500 asam amino. HPV diperkirakan memiliki
protein L1 10 kali lebih banyak dibandingkan dengan protein L2. Walaupun
jumlah protein L2 ini tidak banyak, tetapi protein L2 ini memiliik peran yang
penting karena merupakan komponen struktural integral dari kapsid yang
membungkus HPV Protein kapsid mayor dan minor ini selain sebagai pelindung
materi genetik virus, juga sangat berperan dalam proses transmisi, sifat tropisme
virus pada epitel tertentu, proses infeksi, serta merupakan protein penginduksi

antibodi netralisasi terhadap HPV yang terbesar.>"

Protein L1 saja atau protein L1 bersama dengan L2 dapat membentuk
virus like particle (VLP) apabila gen yang bertugas menyandi kedua protein
tersebut diekspresikan pada vektor eukariot maupun prokariot. VLP ini

merupakan partikel mirip virus yang dapat menginduksi antibodi netralisasi
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sehingga mencegah masuknya virus ke dalam sel target. Respon imun yang
ditimbulkan setelah paparan terhadap VLP ini berlaku untuk jangka panjang atau
memiliki respon memori yang baik,’ yang menjadikan VLP ini dimanfaatkan

sebagai vaksin profilaksis HPV.

Vaksin profilaksis dan sistem diagnosis yang adekuat terhadap infeksi
HPV sangat dibutuhkan pada negara-negara berkembang yang memiliki insidensi
kanker serviks tinggi dan kesempatan perempuan untuk melakukan skrining
secara rutin sangat rendah. Prediksi dunia akan kebutuhan vaksin profilaksis HPV
terhadap wanita usia 10-25 tahun di negara berkembang mencapai 15 trilyun
dosis.” Dua vaksin HPV berbasis virus — like protein (VLP) misalnya VLP 16/18
dan VLP 6/11/16/18 yang telah dipasarkan di dunia saat ini diproduksi
menggunakan sistem ekspresi yeast dan baculovirus. Kedua vaksin profilaksis
HPV tersebut sulit didistribusikan di negara-negara miskin dan berkembang
karena harganya yang mahal.”'® Dengan demikian produksi vaksin HPV skala

besar diperlukan untuk mencukupi kebutuhan dunia di masa mendatang.’

Seperti yang telah dituliskan oleh deViliers et al, sekuen L1 ORF
digunakan untuk mengklasifikasikan isolat HPV. Isolat dengan sekuen L1 yang
memiliki perbedaan lebih dari 10% dibandingkan dengan tipe HPV terdekat dapat
diklasifikasikan sebagai tipe atau genotipe, sedangkan varian didefinisikan jika
sekuen HPV memiliki perbedaan kurang dari 2% dari tipe HPV
terdekat'*Beberapa penelitian filogenetik HPV membuktikan bahwa genomik
HPV (gen L1, E6, dan LCR) sangat bervariasi. Keragaman gen L1 dan E6
mencapai 0,7 — 2% pada tingkat sekuen protein, memungkinkan adanya
perbedaan fungsional yang berpengaruh pada pengobatan dan vaksinasi.'' Sebagai
tambahan, terdapat banyak varian intratipik yang beberapa di antaranya dapat
menyebabkan perubahan pada residu asam amino fungsional dan atau domain
antigenik. Beberapa perubahan ini terbukti memiliki pengaruh terhadap
pembentukan antibodi netralisasi, persistensi infeksi, morbiditas, dan

karsinogenesis, serta progresi dari lesi prekursor menjadi kanker'®
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Protein L1 dan L2 ini dapat menyusun dirinya membentuk VLP ketika
diekspresikan pada pada sistem pengekspresi prokariot dan eukariot. VLP HPV
telah banyak diteliti untuk evaluasi respon kekebalan tubuh pada infeksi HPV,
pengembangan vaksin dan studi patogenesis virus.'*'*'*!” Dengan demikian
dalam merancang vaksin HPV diperlukan sekuen-sekuen HPV yang mewakili

keragaman spesies dan intratipe HPV. '®
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BAB 3

TUJUAN DAN MANFAAT PENELITIAN

3.1 Tujuan Penelitian

1. Mendapatkan data dasar genomik HPV tipe 45, terutama kaitannya dengan
protein kapsid L1 dan L2 dalam upaya pengembangan vaksin dan
diagnostik HPV. (tahun 1)

2. Memperoleh klon gen L1 dan L2 sebagai biobanking untuk keperluan
penelitian lanjutan. (tahun 1)

3. Memperoleh data pohon filogenetik HPV tipe 45 (tahun 2)

4. Memperoleh simulasi imunoinformatik HPV tipe 45 (tahun 2)

3.2 Manfaat Penelitian

Secara ilmiah, penelitian ini dapat menambah pengetahuan dasar
mengenai data genomik yang berhubungan dengan human papillomavirus
(HPV) tipe 45 sehingga dapat diketahui posisi HPV tipe 45 isolat Indonesia pada
pohon filogenetik.

Secara praktis, penelitian ini dapat memberikan informasi mengenai dasar
ilmiah untuk pengembangan vaksin HPV yang cocok untuk populasi Indonesia.
Selain itu, analisis sekuen yang diperoleh dari penelitian ini dapat dimanfaatkan
untuk kepentingan diagnosis HPV seperti pembuatan probe berbasis

oligonukleotida maupun pembuatan antigen.
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BAB 4

METODE PENELITIAN

4.1 Subjek penelitian

Subjek penelitian merupakan arsip material dari biopsi kanker serviks yang telah
diklasifikasikan secara histopatologi dan merupakan biopsi yang disimpan dari
penelitian sebelumnya. Jaringan biopsi ini telah mendapatkan persetujuan dari

subjek penelitian (informed consent) untuk disimpan dan dianalisis gennya.
4.2 Waktu dan Tempat Penelitian

Mei 2013 — Desember 2014 di Laboratorium Biologi Molekuler LPPM FK Unpad
4.3 Metode penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian observasional analitik.
4.4 Bahan Penelitian

Primer Set

Pada penelitian ini akan digunakan 3 primer set yakni pasangan primer spesifik
gen B-globin manusia (RS40 dan RS42); pasangan primer spesifik gen L1 HPV
tipe 45; pasangan primer spesifik gen L2 HPV tipe 45 dan internal primer untuk
sekuensing gen L1 dan L2 tipe HPV tipe 45. Selain itu juga akan digunakan

sekuen internal primer untuk sekuensing.

Semua primer set akan dirancang berdasarkan studi bioinformatik menggunakan
data HPV dari GenBank dan Los Alamos National Laboratory, sebagai bagian

dari penelitian
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Persiapan DNA

DNA seluler diisolasi dari jaringan kanker serviks dengan menggunakan metode
homebrew. Kontrol kualitas DNA hasil isolasi dievaluasi dengan teknik PCR
menggunakan primer spesifik gen B-globin manusia (RS40 dan RS42). Reaksi

amplifikasi DNA menggunakan enzim Hotstart DNA polimerase.

PCR HPV menggunakan primer spesifik

Deteksi tipe spesifik HPV tipe 45 dilakukan dengan primer daerah spesifik pada
gen L1 dan gen L2 masing-masing tipe HPV tersebut. Reaksi amplifikasi DNA
HPV tipe spesifik dilakukan dengan teknik PCR menggunakan enzim Hotstart
DNA polimerase.

Amplifikasi dan pengklonan gen L1 dan L2 HPYV tipe spesifik
Full length gen L1 dan L2 (~1,6 kb) diamplifikasi dengan enzim Pfu DNA
polimerase (high fidelity) dari HPV 45. Fragmen gen L1 dan L2 dari HPV 45

kemudian diklon ke dalam vektor kloning pJET1 (Fermentas) dan klon
rekombinan diseleksi menggunakan tes resistensi antibiotik. Klon rekombinan
yang mengandung insert gen L1 dan L2 HPV 45 diverifikasi lebih lanjut dengan
enzim restriksi dan PCR menggunakan primer spesifik gen L1 dan L2 HPV 45.

Sekuensing dan analisis bioinformatik

Urutan nukleotida gen L1 dan L2 HPV 45 dari klon rekombinan representatif
disekuensing di Macrogen, Korea dengan metode Sanger. Informasi nukleotida
gen L1 dan L2 yang diperoleh pada penelitian ini dianalisis lebih lanjut
menggunakan program GENEIOUS dengan membandingkan data sekuen gen L1
dan L2 HPV dari GenBank dan Los Alamos National Laboratory. Bila terdapat
intra-varian pada gen L1 dari HPV 45, pemilihan sekuen sebagai kandidat vaksin
berdasarkan asam amino-asam amino yang paling dominan pada setiap tipe HPV
dan yang memiliki homologi asam amino paling tinggi dengan susunan asam

amino konsensus.
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BAB S

HASIL YANG DICAPAI

1. Pengumpulan sampel untuk penelitian
Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah arsip biopsi serviks
yang dikumpulkan dari penelitian sebelumnya. Telah terkumpul sebanyak
37 biopsi serviks yang disimpan dengan baik pada suhu -80°C sehingga
kualitas DNA dalam jaringan tersebut dapat dipertahankan dengan baik.
2. Isolasi DNA dan Genotyping HPV
Untuk analisis selanjutnya, kami telah melakukan isolasi DNA terhadap
37 biopsi serviks tersebut. Dari keseluruhan biopsi tersebut sebanyak 25
biopsi telah dilakukan genotyping menggunakan kit komersial. Berikut
karakteristik 25 pasien tersebut :
Tabel 1. Karakteristik pasien kanker serviks di Poliklinik Onkologi Ginekologi
RSHS Bandung
Usia rata-rata (rentang) 43 tahun (23 — 63)
Rata-rata jumlah paritas 2.95
Rata-rata jumlah partner seks (suami) 1.45
Rata-rata usia menikah pertama kali 17 tahun
Stadium Klinik (FIGO)
I 0
I 8.7 %
I 87 %
v 4.34 %
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Tabel 2. Distribusi Genotipe HPV dan Diagnosis Histopatologi

No Sampel Diagnosis Histopatologi Genotipe HPV

2 HPV-137  KSCC Well differentiated 16

4 HPV-139  NKSCC Moderately differentiated 58, 52%

6 HPV-144  Adenocarcinoma Poorly 18
differentiated

8 HPV-146 adenocarcinoma 16,18

10 HPV-150  SCC Poorly differentiated 16,45

12 HPV-153  Epidermoid carcinoma 18
Moderately differentiated

14  HPV-155 NKSCC, large cell 16,18, 52

16  HPV-159  Epidermoid nonkeratinizing 16

18 HPV-161 NKSCC 18

20 HPV-165 NKSCC 18
Moderately differentiated

22 HPV-167  NKSCC Moderately differentiated 45,52
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24  HPV-170 NKSCC 16
Moderately differentiated

25 HPV-171 NKSCC 16
Poorly differentiated

Keterangan :

SCC = Squamous Cell Carcinoma ; KSCC = Keratinizing Squamous Cell Carcinoma ; NKSCC =
Nonkeratinizing Squamous Cell Carcinoma

Sampel no 150 dan 166 dilakukan PCR ulang dengan menambah template.
*pada sampel ini kemungkinan infeksi oleh HPV genotipe 52 tidak dapat disingkirkan karena

sampel berhibridisasi dengan probe yang bersifat bereaksi silang (cross reactive probe) yang

berhibridisasi dengan HPV genotipe 33, 35, 52, dan 58

Dari keseluruhan sampel, ditemukan 3 sampel yang terinfeksi HPV tipe 45.

““Hh. LINEAR ARRAY HPV

Anse Genotyping Test
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Gambar 1. Hasil scan genotyping sampel kode HPV-150 terinfeksi HPV tipe 16 dan 45

““““ LINEAR ARRAY HPV

Genotyping Test

Reference Guide/ Referenzleitfaden/ Guide de références/
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Gambar 2. Hasil scan genotyping sampel kode HPV-163 terinfeksi HPV tipe 45
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Gambar 3. Hasil scan genotyping sampel kode HPV-167 terinfeksi HPV tipe 45 dan 52

3. Desain primer spesifik gen L1 HPV tipe 45

Saat ini peneliti telah mendapatkan dua set primer spesifik L1 HPV 45

yang didesain melalui studi bioinformatika berdasarkan data yang ada

dalam GenBank.

a. Primer set-1 L1 HPV 45

Desain primer diambil di sekitar gen L1 HPV 45 dengan target produk

PCR sekitar 1800 bp.

78 bp 113 bp
> Gen L1 HPV 45 + 1600bp
—) =
Forward primer Reverse primer
> PCR Product + 1800bp <

Gambar 4. Desain primer spesifik gen L1 HPV 45 (set 1)
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Hasil PCR tahap optimasi primer tersebut adalah sebagai berikut :
Tm

52°C 54°C 55°C 56°C 58°C kontrol negatif

+1800 bp
1600 bp

1000 bp

500 bp

Gambar 5. Hasil elektroforesis produk PCR dengan menggunakan primer set 1

Dari gambar elektroforesis produk PCR di atas sudah tampak target gen yang
akan diisolasi dengan ukuran sekitar 1800 bp. Tetapi, masih tampak amplifikasi
DNA yang tidak spesifik dengan ukuran 1000 bp dan 500 bp. Sehingga masih
diperlukan lagi optimasi PCR untuk mendapatkan amplikon yang spesifik dengan
target sebesar £1800 bp.
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b. Primer set-2 L1 HPV 45
Desain primer diambil di dalam gen L1 HPV 45 dengan target produk
PCR sekitar 1400 bp.

|
2P i®2 0P

SForward primer Reverse primer :
R > PCR Product + 1400bp B .

A 4

Gen L1 HPV 45 + 1600bp

A

Gambar 6. Desain primer spesifik L1 HPV 45 (set 2)

Hasil optimasi primer set 2 : Tm

54°C 55°C 56°C 57°C  kontrol negatif

1600 bp
+1400 bp

1000 bp

Gambar 7. Hasil elektroforesis produk PCR dengan menggunakan primer set 2

Dari gambar hasil elektroforesis di atas, sudah tampak target DNA yang
diharapkan yaitu sebesar + 1400 bp dan tidak ada amplifikasi DNA yang tidak
spesifik. Suhu optimal untuk proses annealing dalam PCR adalah sekitar 57°C.
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Sekuensing dari produk PCR tersebut telah dilakukan

J K LM/ N OPIQ|R & | T [UVIX Y|Z AA| AB | AC AD Al AF

] DNA Sequencing Services = m:?::i::ﬂi:::;
‘Order Form B =
2 : 1st BASE
4 = .
5
T
2 ame Gz Winyz Fraanl Pricinl MetgET ) Supensar Edhysna Sshiratmadja, MD., PhD
3 |Contact o FIRE0ET Emall grawa@gmalleom Name of IngtRution ! Cegariment Faculy of Wediche. Padjecjaran Unkersiy
10 |cate 10102013 ‘Onder ID PO or Standing Order No.
5]
14 | For sampies sent In bulcpiate farmat, plezse click B R-we ll Fomat
15 | I 53MPle PUrMC3tion GUINIMC3RoN I required prior 10 103aing, PlEsse DOMDIEK: DOM DNA Sagquancing Orger Fam and ‘Quantification & Preparation Service Form
] 16 W) Forsample premaration requirements, referin: Qwick R ™
17 |w Uipon completion of Fonm, please proceed o Onder Summiary and

Direst Genomie Sequencing (plesse Pdkcsis fpe of DA lemplie I e t2ole beion)
g (we aooent BOTWS 1)
g Wi Clear-up (we so5ept BOT 5.1} Plesse Indicatie: Total ol WL BDT wsedt e

Plezze s Ge-ren [ JaT-nen []GT-non [ ]Repermne Sequence

wea
R Es

™

Sl

Sghe PEEs DNA Seguen
Brimer Walking of Comsincts - Shgle Pass

%! Primer Walking of Constructs - Bi-Directional
37 * Typs of DNA [PRase Gpeciny 1T the annsating temparature i Dalow 45°C of greater than $5°C) Check NWJ
38 1=Purmed PI3SMK. 2 = PUrMed PCR Prooet. 3= PUrmed M13 SsDNAT 4 = PUrmMad Genomic DNA. § = Unpurimed PCR Prooust Tofal Na. of REattns:
35 &= Puriled Fosmid! Cosmid, T = Purited BAC Total No. of Sampies 2
41 ) Prmer
[Totsl sizs in bp] Mo of
conc Vector Name
- Typs of| [e.g- plasmit = ol conc | Ta | usl sampls Rszction
Sampi Nams [ "‘“.'“" Insart + vsctor '“”:m""" L) Frimer ams fpmotyL) | e2) | () torun

az sizs)
. 57 5 1500 E Primer F&7 0 T 3zFe 2
" 57 5 500 E Primer Ra7 [ T 32185 2
4 58 5 200 0 Primer F£6 [ = | 1
- 58 5 80D 20 Primer REB 0 I

DNA Sequencing Result (Order ID:73899) - UNPAD - Gita Widya Pradini - COMPLETED & &
Inbox  x
Sequencing Genetika Science 5:56 PM (4 hours ago) - v

to me, Edhyana, Budi, Jenney [~

Dear lbu Gita Widya,

Warm Greeting dari Genetika Science!

Terima kasih telah memilih kami sebagai DMNA Sequencing Senvice Provider [bu
Dengan ini kami hendak mengonfirmasikan hasil DNA Sequencing Order 1D 73899

Berikut kami lampirkan kembali link untuk mengunduh hasil DNA Sequencing dari sampel Ibu-

http://myseq.base-asia.com/seq/SeqResult-0-73899 zip
http://imyseq base-asia com/seq/SeqResult-0-73899-2 zip

Berikut adalah treatment yang diberikan untuk sample

MNumber of .
Sample Name Reaction Type of Senice
57 2 Enhanced - PCR Clean-Up - Single Pass Reaction
58 2 Enhanced - Gel Extraction - Single Pass Reaction

Dengan hasil DNA Sequencing samgle Ibu telah terkiimkan lengkap seluruhnya
Total adalah 4 reaksi.

Sesuai informasi. order ini akan ditagihkan atas nama lbu Edhyana S.
Kami terbuka sekiranya terdapat feedback atau pertanyaan dari lbu Gita Widya

Terima kasih.

Gambar 8. Order form dan konfirmasi hasil sekuensing produk PCR

Untuk menganalisis hasil sekuen tersebut dibutuhkan suatu program
bioinformatika. Saat ini peneliti telah melakukan optimasi program tersebut untuk
analisis sekuen dengan menggunakan gen L1 HPV 16, tetapi saat ini peneliti
mengalami hambatan karena program mengalami masalah (crash) karena

terkendala dengan lisensi program tersebut, saat ini sedang dilakukan konsultasi
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dengan kolaborator kami dari ITB. Berikut adalah hasil alignment dengan

menggunakan gen L1 HPV 16:

20
|
AF5340611 EastAsia BEGHEcGTGE BiTFTATTTN B
HQ6442511 Asian ETGEEGGTGHE
AF5361791 Germany BTGEEGGTGHE
HQ6442471 Asia America MTGGEGGTGH
JQ0040981 Thailand MTGGEGGTGHE
AF472509 African 2 BTGGHGGTG
AY686581 USA BTGEBGGTG

Consensus ATGNAGGTGA CTTTTATTTA CATCCTAGTT ATTACATGTT

Consenatr, o (IO OO OO0 ]
seamcatese |TGAGGTA CTTTTATTTA CATCCTAGTT ATTACATGIT

AF5340611 East Asia
HQ6442511 Asian
AF5361791 Gen'nany
HQB442471 Asia America
JQ0040981 Thailand
AF472509 African 2
AY686581 USA
AF472508 African 1
hpv 142
hpv 137 - - -TTENGHET 7

Consensus ACGAAAACGA CGTAAACGTT TACCATATTT TTTTTCAGAT
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BAB 6

RENCANA TAHAPAN PENELITIAN SELANJUTNYA

Rencana Tahun Pertama

1. Desember 2013

Proses kloning gen L1 HPV tipe 45.

Analisis dan konfirmasi hasil kloning

Studi bioinformatika untuk mengetahui pohon filogenetik dari
HPV 45 isolat Indonesia berdasarkan sekuen full length gen L1.
Studi imunoinformatik untuk menganalisis hasil sekuen gen L1

HPV 45

Rencana Tahun Kedua

1. Januari — Februari 2014

Persiapan bahan habis pakai dan reagens yang diperlukan untuk
tahun kedua.

Optimasi PCR dengan primer spesifik gen L2 HPV 45.

Sekuensing produk PCR yang didapat dari hasil optimasi PCR
untuk konfirmasi produk PCR adalah gen L1 HPV 45.

2. Maret-Agustus 2014

Proses kloning gen L2 HPV tipe 45.

Analisis sekuen hasil kloning dengan metode Sanger sequencing
Studi bioinformatika untuk mengetahui pohon filogenetik dari
HPV 45 isolat Indonesia berdasarkan sekuen full length gen L.2.

Studi imunoinformatik untuk menganalisis hasil sekuen gen L2

HPV 45
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3. September-Desember 2014
- Analisis keseluruhan hasil penelitian tahun pertama dan kedua
- Pembuatan laporan akhir
- Penulisan artikel hasil penelitian
- Proses pendaftaran artikel pada jurnal nasional maupun

internasional yang terakreditasi.
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BAB 7

KESIMPULAN DAN SARAN

- Dari hasil optimasi PCR yang dilakukan oleh peneliti, primer spesifik yang
didesain oleh peneliti sudah mampu mengamplifikasi target gen L1 45 full
length.

- Saat ini peneliti sedang melakukan optimasi program analisis hasil

sekuensing dan persiapan kloning gen L.1 HPV 45.
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