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ABSTRAK

Perkembangan teknologi gangguan RNA (RNAi) membolehkan kajian ke atas fungsi
sasaran molekul tertentu dilakukan. Penggunaan RNA1 bersama 5-fluorourasil (5-FU)
mampu mengurangkan dos agen anti-kanser yang diperlukan. Integrasi di antara data
mikroatur umum (Oncomine) dengan set data hasil kajian mikroatur terkini telah
menghasilkan sebanyak 20 gen beregulasi menaik yang terlibat di dalam fungsi
proliferasi dan kitaran sel. Kajian ini dijalankan untuk mengkaji peranan biologi gen-
gen tersebut berikutan penyenyapan gen dan rawatan 5-FU dalam titisan sel kanser
kolorektal, HCT116 dan HT-29. Titisan sel dirawat dengan dos 5-FU yang berbeza
bermula dengan 0 uM sehingga 200 uM selama 24, 48 dan 72 jam. Kesan sitotoksik
5-FU ditentukan dengan nilai perencatan kepekatan separa (ICsp). Titisan sel
kemudiannya dirawat dengan RNA gangguan kecil (siRNA) dan dieram dengan 5-FU,
iaitu 1/10 daripada kepekatan ICsy, untuk analisis fungsi yang selanjutnya.
Keberkesanan penyenyapan gen ditentukan dengan menggunakan kaedah kuantitatif
tindak balas rantaian polimerase transkripsi berbalik (qPCR) selepas 48 jam tempoh
transfeksi. Pengekspresan protein dikesan dengan menggunakan blot Western selepas
72 jam tempoh transfeksi Kesan penyenyapan gen terhadap pembahagian sel
ditentukan dengan menggunakan asai viabiliti sel pendarcahaya CellTiter-Glo®.
Kesan sel yang ditransfeksi dengan siRNA terhadap apoptosis ditentukan dengan
menggunakan asai aktiviti Caspase 3. Kesan sel yang ditransfeksi dengan siRNA
terhadap migrasi dan invasi masing-masing ditentukan dengan menggunakan asai
migrasi sel QCM chemotaxis dan asai invasi sel QCM collagen. Penyenyapan gen
transmembrane protein 97 (IMEM97), dyskerin (DKCI), sterile alpha motif (SAM)
and leucine zipper (LZ) containing kinase AZK (ZAK), CDC28 protein kinase
regulatory subunit 2 (CKS2) dan non-metastatic cells I (NMEI) menurunkan
pengekspresan mRNA secara signifikan selepas 48 jam transfeksi siRNA dalam
kedua-dua titisan sel. Walau bagaimanapun, hanya 4 gen, iaitu TMEMY97, DKCI,
ZAK dan NMEI, yang menunjukkan perencatan viabiliti sel secara signifikan
(P <0.05) berbanding dengan sel kawalan pada kedua-dua titisan sel. RNAi yang
mensasarkan DKC/ menahan fasa G1 dalam kitaran sel HCT116. Penindasan DKC/
mengurangkan viabiliti sel dan menahan kitaran sel kerana gen tersebut terlibat dalam
biosintesis protein yang diperlukan untuk pembahagian dan viabiliti sel. Apabila
digabungkan dengan rawatan 5-FU, penyenyapan DKC/ meningkatkan
kemosensitiviti sel HCT116 dengan mengurangkan lagi viabiliti sel dan menyekat sel
pada fasa S kitaran sel. Pengurangan signifikan migrasi sel HCT116 juga
diperhatikan dalam RNA1 yang mensasarkan DKC/ dan NME]. Penyenyapan NME]
meningkatkan invasi sel HT-29 berbanding dengan sel kawalan (P < 0.05).
Penindasan ekspresi NMEI dapat meningkatkan invasi sel kerana NMEI merupakan
gen penindas metastasis yang menyekat invasi dan metastasis sel tumor.
Kesimpulannya, penurunan ekspresi DKCI menggunakan RNAi meningkatkan
aktiviti anti-tumor dan kesan kemosensitiviti kanser manusia. Penyenyapan DKCI
dengan kombinasi rawatan kemoterapi merupakan strategi yang berpotensi untuk
menyekat pertumbuhan kanser kolorektal.



FUNCTIONAL STUDIES OF COLORECTAL CANCER-RELATED GENES
IN CHEMOSENSITISED CELL LINES FOLLOWING
HIGH-THROUGHPUT GENE SILENCING

ABSTRACT

The development of RNA interference (RNA1) technology has made it possible to
suppress the function of specific molecular targets. It is hypothesised that the use of
RNAI together with 5-flourouracil (5-FU) would reduce the necessary dose of anti-
cancer agents. Integration of publicly available microarray data (Oncomine) with the
current microarray dataset revealed 20 up-regulated genes involved in proliferation
and cell-cycle function. This study was performed to investigate their functional roles
following gene silencing and 5-FU treatment in human colorectal cancer cell lines,
HCT116 and HT-29. Cell lines were treated with different dosage of 5-FU ranging
from 0 to 200 uM for 24, 48 and 72 hours. The cytotoxic effect of 5-FU was then
assessed by the 50% mhibitory concentration (ICsp) value. Cell lines were then
treated with small interfering RNAs (siRNA) and incubated with 5-FU in 1/10 of ICsg
concentration for subsequent functional analyses. The efficacy of gene knockdown
was assessed by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qQPCR)
48 hours post-transfection. Protein expression was detected by Western blot after 72
hours post-transfection. The effect of gene silencing on cell proliferation was
assessed by CellTiter-Glo” luminescent cell viability assay and cell cycle analysis.
Cell apoptosis of siRNA-transfected cells were determined by caspase 3 activity
assay. Cell migration and cell invasion of siRNA-transfected cells were analysed by
QCM chemotaxis cell migration assay and QCM collagen cell invasion assay
respectively. Silencing of transmembrane protein 97 (IMEM97), dyskerin (DKCI),
sterile alpha Motif (SAM) and leucine zipper (LZ) containing kinase AZK (ZAK),
CDC28 Protein kinase regulatory subunit 2 (CKS2) and non-metastatic Cells 1
(NME1) genes showed significant reduction of mRNA expression following 48 hours
post-transfection in both cell lines. However, only four genes, namely TMEM?97,
DKCI1, ZAK and NME] showed significant suppression of cell viability (P <0.05)
compared to the control cells in both cell lines. RNAi targeting DKC/ arrested
HCT116 cells in the G1 phase of the cell cycle. Suppression of DKCI reduced cell
viability and caused cell cycle arrest because this gene is involved in protein
biosynthesis necessary for cell proliferation and viability. When combined with 5-FU
treatment, RNAi-mediated DKC/ enhanced chemosensitivity in HCT116 cells by
further reduction in cell viability and arrested cells at S phase of the cell cycle. A
significant reduction of HCT116 cell migration was observed following the RNA1
targeting DKC] and NMEI genes. Silencing of NME] increased the invasiveness of
HT-29 cells relative to the control cells (P < 0.05). Suppression of NMEI promoted
cell invasiveness because NME] is a metastasis suppressor gene which inhibits tumor
cell invasion and metastasis. In conclusion, RNAi-mediated downregulation of DKC/
expression can lead to higher anti-tumor activity and chemosensitizing effects in
human cancers. Silencing of DKC/ in combination with chemotherapy treatment may
represent a potential strategy to inhibit the growth of colorectal cancer.



KANDUNGAN

PENGAKUAN
PENGHARGAAN
ABSTRAK

ABSTRACT
KANDUNGAN
SENARAI JADUAL
SENARATI ILUSTRASI
SENARAI SINGKATAN
SENARAI SIMBOL
SENARAI LAMPIRAN

BAB 1 PENDAHULUAN
1.1 Pengenalan
1.2 Objektif

1.2.1 Objektif umum
1.2.2  Objektif spesifik

1.3 Hipotesis
BABII KAJIAN KEPUSTAKAAN
2.1 Kanser Kolorektal
2.2 Gangguan RNA (RNA1)
2.3 Titisan Sel
2.3.1 HT-29
2.3.2 HCTI116
2.4 5-Fluorourasil (5-FU)

BAB III BAHAN DAN KAEDAH
3.1 Titisan Sel

Vi

Halaman
1

v

\Y

vi

X

X

XV

Xvi

Xvii

hnh L W

13
20

21
21

22

25



3.2
3.3
3.4
3.5

3.6
3.7
3.8
3.9
3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15

BAB 1V
4.1

4.2

Transfeksi siRNA
Transfeksi siRNA Individu
Pengasaian Viabiliti Sel
Pengekstrakan RNA

3.5.1 Penentuan kepekatan RNA
3.5.2 Penentuan integriti RNA

Sintesis cDNA

Tindak Balas Rantai Polimerase Masa Nyata (QPCR)
Asai Migrasi Sel

Asai Invasi Sel

Asai Apoptosis Sel

Rawatan 5-FU

Analisis Kitaran Sel
Pengekstrakan Protein

Blot Western

Analisis Statistik

3.15.1 Pengekspresan gen relatif

HASIL KAJIAN
Pengekspresan Gen

4.1.1 Pengekspresan gen kawalan pada titisan sel HT-29
selepas transfeksi sSIRNA

4.1.2 Pengekspresan 20 gen pada titisan sel HT-29 selepas
transfeksi siRNA

4.1.3 Pengekspresan gen kawalan pada titisan sel HCT116
selepas transfeksi sSIRNA

4.1.4 Pengekspresan 20 gen pada titisan sel HCT116 selepas
transfeksi siRNA

Asai Viabiliti Sel

4.2.1 Viabiliti titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA
4.2.2 Viabiliti titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA
4.2.3 Viabiliti titisan sel HT-29 selepas pentitratan 5-FU
4.2.4 Viabiliti titisan sel HCT116 selepas pentitratan 5-FU
4.2.5 Viabiliti titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA
spesifik bagi gen TMEMY97, DKCI, ZAK, CKS2

vil

26
32
32
33

34
35

36
36
40
41
42
43
44
44
45
46
46

48
48

50

60

61

72

72
73
74
75
76



4.3

44

4.5

4.6

4.7

BABYV
BAB VI
RUJUKAN

LAMPIRAN

viil

dan NME] dikkuti dengan rawatan 5-FU

4.2.6 Viabiliti titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA 77
spesifik bagi gen TMEM97, DKCI, ZAK, CKS2 dan
NME] dikuti dengan rawatan 5-FU

Asai Migrasi Sel 79

4.3.1 Kesanpenyenyapan gen TMEM97, DKCI, ZAK, CKS2 79
dan NME] atas migrasi titisan sel HT-29 dan HCT116

4.3.2 Kesan gabungan penyenyapan gen CKS2 dan rawatan 80
5-FU atas migrasi titisan sel HT-29

4.3.3 Kesan gabungan penyenyapan gen DKC/, CKS2 dan 81
NME] dikuti rawatan 5-FU atas migrasi titisan sel
HCT116

Asai Invasi Sel 82

4.4.1 Kesanpenyenyapan gen TMEM97, DKCI, ZAK, CKS2 82
dan NME] atas invasi titisan sel HT-29 dan HCT116

4.4.2 Kesan gabungan penyenyapan gen NME] dikuti 83
rawatan 5-FU atas invasi titisan sel HT-29

Apoptosis Titisan Sel HCT116 Dan HT-29 Selepas Transfeksi 85
siRNA

Analisis Kitaran Sel 86

4.6.1 Analisis kitaran sel HCT116 selepas penyenyapan gen 86
DKCI, CKS2, TMEM97, ZAK dan NME1

4.6.2 Analisis kitaran sel HT-29 selepas penyenyapan gen 88
DKCI1, CKS2, TMEMY7, ZAK, dan NME1

4.6.3 Analisis kitaran sel HCT116 selepas gabungan 89
penyenyapan gen dan rawatan 5-FU

4.6.4 Analisis kitaran sel HT-29 selepas gabungan 91
penyenyapan gen dan rawatan 5-FU

Pengekspresan Protein DKC1 Dan NME1 Dalam Titisan Sel 92

HT-29 dan HCT116 Selepas Transfeksi siRNA

PERBINCANGAN 95

KESIMPULAN 109

111
132



SENARAI JADUAL
No. Jadual Halaman
3.1 Jujukan-jujukan sasaran siRNA 28
3.2 Jujukan primer dan proba bagi gen-gen yang dikaji 37
33 Campuran sampel untuk asai aktiviti caspase 3 43
4.1 Langkah pengiraan pengekspresan gen relatif daripada nilai 47

ambang kitaran (Ct) dengan menggunakan kaedah AACt



No. Rajah
2.1
22
23

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

4.10

SENARAI ILUSTRASI

Sistem pengelasan kanser kolorektal yang umum
Laluan siRNA, miRNA dan piRNA
Mekanisme pengaktifan 5-FU

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
kawalan positif (GAPDH), kawalan negatif (siRNA bebas-
RISC), transfeksi mock dan non-transfected pada titisan sel
HT-29 selepas transfeksi siRNA dengan beta-aktin (ACTB)

sebagai gen rujukan endogenus (*P < 0.05).

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
NME]I pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
CKS?2 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
ZAK pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
TMEM?97 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
DKC1 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
TPX2 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
RRM 1 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
ENOI pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
POLRID pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Halaman

9

17

24

49

50

51

51

52

52

53

53

54

54



4.11

4.12

4.13

4.14

4.15

4.16

4.17

4.18

4.19

4.20

4.21

4.22

4.23

4.24

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
MCM?7 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
CDC25B pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
PCNA pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
RAN pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
GTF3A pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
ODC1 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
CSEIL pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
CDK4 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
MYBL?2 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
TOP2A pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
S§100A411 pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi
kawalan positif (gen GAPDH), kawalan negatif (siRNA
bebas-RISC), transfeksi mock dan non-transfected pada titisan
sel HCT116 selepas transfeksi siRNA dengan beta-aktin.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
CKS?2 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
TMEM97 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Xi

55

55

56

56

57

57

58

58

59

59

60

61

62

62



4.25

4.26

4.27

4.28

4.29

4.30

4.31

4.32

4.33

4.34

4.35

4.36

4.37

4.38

4.39

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
NME] pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
DKC1 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
PCNA pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
ODC]1 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
ZAK pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
GTF3A pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
RAN pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
POLRID pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
CSEIL pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
TPX2 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
ENOI pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
TOP2A pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
RRM 1 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
CDC2B pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
MYBL?2 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

xil

63

63

64

64

65

65

66

66

67

67

68

68

69

69

70



4.40

4.41

4.42

4.43

4.44

4.45

4.46

4.47

4.48

4.49

4.50

4.51

4.52

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
S100A11 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
CDK4 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen
MCM7 pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan peratusan viabiliti titisan sel HT-29
bagi penyenyapan 20 gen yang terpilih.

Histogram menunjukkan peratusan viabiliti titisan sel
HCT116 bagi penyenyapan 20 gen yang terpilih.

Graf menunjukkan peratusan viabiliti titisan sel HT-29
selepas 24 jam, 48 jam dan 72 jam rawatan 5-FU.

Graf menunjukkan peratusan viabiliti titisan sel HCT116
selepas 24 jam, 48 jam dan 72 jam rawatan 5-FU.

Histogram menunjukkan peratusan viabiliti sel HT-29 bagi
transfeksi siRNA 5 gen yang terpilih dan gabungan siRNA
spesifik dikuti rawatan 5-FU.

Histogram menunjukkan peratusan viabiliti sel HCT116 bagi
transfeksi siRNA 5 gen yang terpilih dan gabungan siRNA
spesifik dikkuti rawatan 5-FU.

Histogram menunjukkan peratusan migrasi sel bagi titisan sel
HCT116 dan HT-29 selepas 48 jam tempoh transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan peratusan migrasi sel pada titisan sel
HT-29 selepas transfeksi siRNA dan gabungan transfeksi
siRNA CKS?2 dikkuti rawatan 5-FU.

Histogram menunjukkan peratusan migrasi sel pada titisan sel
HCT116 selepas transfeksi siRNA DKCI, CKS2 dan NMEI
dan gabungan transfeksi siRNA spesifik diikuti rawatan 5-
FU.

Histogram menunjukkan peratusan invasi sel pada titisan sel
HCT116 dan HT-29 dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi
siRNA.

Xiil

70

71

71

72

74

75

76

77

78

80

81

82

83



4.53

4.54

4.55

4.56

4.57

4.58

4.59

4.60

Histogram menunjukkan peratusan invasi titisan sel HT-29
selepas transfeksi siRNA NME! dan gabungan transfeksi
siRNA NME] dikuti rawatan 5-FU.

Histogram menunjukkan absorbance relatif Caspase 3 bagi
titisan sel HCT116 dan HT-29 dalam tempoh 48 jam selepas
transfeksi siRNA.

Histogram menunjukkan peratusan populasi kitaran sel
HCTI116 selepas transfeksi siRNA TMEM97, DKCI, ZAK,
CKS2 dan NME].

Histogram menunjukkan peratusan populasi kitaran sel HT-29
selepas transfeksi sSIRNA TMEMY7, DKCI1, ZAK, CKS2 dan
NME]I.

Histogram menunjukkan peratusan populasi sel HCTI116
dalam kitaran sel selepas gabungan rawatan siRNA dan 5-FU.

Histogram menunjukkan peratusan populasi sel HT-29 dalam
kitaran sel selepas gabungan rawatan siRNA dan 5-FU.

Gambar menunjukkan pengurangan pengekspresan protein
DKCI1 dan NME1 dalam tempoh 72 jam selepas transfeksi
siRNA dalam titisan sel HT-29, di mana protein beta-aktin
bertindak sebagai kawalan dalaman.

Gambar menunjukkan pengurangan pengekspresan protein
DKC1 dan NMEI1 dalam tempoh 72 jam selepas transfeksi
siRNA dalam titisan sel HCT116, di mana protein beta-aktin
bertindak sebagai kawalan dalaman.

X1V

84

85

87

&9

90

92

93

94



cDNA
Ct
CO;
DNA
DMSO

et. al

ICs
kDa

NCR
ng

NTC

qPCR
RIN
RNA
RTF

SD
TBS

SENARAI SINGKATAN

pasangan bes

DNA komplimentari

cycle threshold

karbon dioksida

asid deoksiribonukleik
dimetilsulfoksida

dan pengarang-pengarang lain
graviti

nilai perencatan kepekatan separa
kilo dalton

mililiter

millimeter

Pendaftaran Kanser Kebangsaan
nanogram

nanometer

kawalan bukan templat (Non template control)

ukuran keasidan dan kealkalian larutan
quantitative PCR

nilai integritt RNA

asid ribonukle ik

reverse transfection

pusingan per minit

sisihan piawai

Tris Buffered Saline

classification of malignant tumours

XV



%

DNIAO%EE(%

SENARAI SIMBOL

peratus

darjah Celcius

mikroliter

mikromol

mikrogram

kurang atau sama dengan
kali

perbezaan

Xvi



SENARAI LAMPIRAN

No.

A Perwakilan analisis kitaran sel HCT116 selepas 48 jam tempoh
transfeksi dengan menggunakan aliran sitometri

B Perwakilan analisis kitaran sel HT-29 selepas 48 jam tempoh
transfeksi dengan menggunakan aliran sitometri

C Perwakilan analisis kitaran sel HCT116 selepas gabungan
transfeksi siRNA dan 5-FU dengan menggunakan aliran
sitometri

D Perwakilan analisis kitaran sel HT-29 selepas gabungan
transfeksi siRNA dan 5-FU dengan menggunakan aliran
sitometri

E Penerbitan

Xvii

Halaman

132

134

136

138

140



BAB 1

PENDAHULUAN

1.1 PENGENALAN

Kanser kolorektal merupakan kanser yang ketiga paling kerap ditemui pada lelaki dan
perempuan dan merupakan punca kematian kedua (selepas kanser paru-paru) di
seluruh dunia (Jemal et al. 2008; Jemal et al. 2011). Pada tahun 2008, seramai 663,
600 kaum lelaki dan 570, 100 kaum perempuan didiagnosis menghidapi kanser
kolorektal. Daripada jumlah ini, seramai 320, 600 kaum lelaki dan 288, 100 kaum

perempuan mengalami kematian akibat daripada penyakit tersebut (Jemal etal. 2011).

Di Malaysia, kanser kolorektal merupakan kanser yang kedua paling kerap
didiagnosis daripada keseluruhan jumlah kes kanser pada kaum lelaki dan kaum
perempuan. Merujuk kepada laporan Pendaftaran Kanser Kebangsaan (NCR) 2007,
sebanyak 2246 kes baru, iaitu merangkumi 12.3%, telah didiagnosis di Malaysia pada
tahun 2007. Daripada jumlah tersebut, 55% terdiri daripada kaum lelaki, iaitu
sebanyak 1235 kes dan 45% terdiri daripada kaum perempuan, iaitu sebanyak 1011
kes.

Kanser kolorektal bermula dengan pembentukan polip pada dinding kolon dan
seterusnya membesar menjadi tumor dan akhirnya menjadi kanser (Cardoso et al.
2007). Banyak kajian telah dijalankan untuk mengkaji peranan gen dari
perkembangan biasa, adenoma, karsinoma, sehingga ke peringkat metastasis kanser
kolorektal. Sebagai contoh, mutasi pada onkogen KRAS2? adalah berkaitrapat dengan
peringkat awal pembentukan kanser serta pertumbuhan dan perkembangan adenoma

(Rajagopalan et al. 2002). Selain itu, perubahan dalam laluan transduksi isyarat faktor



pertumbuhan perubahan B (7GFJ) juga terlibat dalam peringkat adenoma lewat dan
karsinoma awal (Markowitz et al. 1995). Penyahaktifan gen penindas tumor 7P53
pula menyebabkan pertumbuhan sel-sel secara tidak terkawal dan transformasi
malignan dari adenoma ke peringkat karsinoma (Purdie et al. 1991). Untuk setiap
peringkat kanser, pengekspresan gen-gen yang terlibat adalah berbeza. Akan tetapi,

peranan gen-gen tersebut dalam perkembangan kanser kolorektal masih kurang pasti.

Untuk mengkaji peranan gen-gen dalam pembentukan kanser kolorektal,
kajian meta-analisis daripada empat kajian kanser kolorektal diperolehi daripada data
Oncomine telah dijalankan untuk mendapatkan senarai gen yang mengandungi
regulasi berbeza di antara kanser kolorektal dan tisu normal yang berpasangan (Alon
et al. 1999; Notterman et al. 2001; Kaiser et al. 2007; Kiet al. 2007). Sebanyak empat
ratus gen yang beregulasi menaik diperolehi daripada kajian meta-analisis ini
kemudiannya dibandingkan dengan hasil kajian mikroatur kanser kolorektal oleh
kumpulan kami. Sebanyak 20 gen mempunyai persamaan hasil perbandingan ini dan
kesemua gen terlibat di dalam proses proliferasi dan kitaran sel. Gen-gen tersebut
meliputi cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) (Ikeda et al. 1996), topoismerase (DNA)
Il alpha 170kDa (TOP2A4) (Kim et al. 1999; Takahashi et al. 2006), non-metastatic
cells I (NMEI) (Tomonaga et al. 2004; Takahashi et al. 2006), ras-related nuclear
protein (RAN) (Bertucci et al. 2004; Xia et al. 2008), proliferating cell nuclear
antigen (PCNA) (Notterman et al. 2001; Birkenkamp-Demtroder et al. 2002), cellular
apoptosis susceptibility (CSEIL/CAS) (Bertucci et al. 2004, Cardoso et al. 2007,
Liao et al. 2008), enolase 1 (ENOI) (Tomonaga et al. 2004; Bi et al. 2006), general
transcription factor I1IA (GTF3A4) (Notterman et al. 2001; Birkenkamp-Demtroder et
al. 2002), polymerase (RNA) I polypeptide D, 16kDa (POLRI1D) (Sheffer et al. 2009),
transmembrane protein 97 (IMEM97/MAC30) (Kayed et al. 2004; Zhao et al. 2011),
sterile alpha motif and leucine zipper containing kinase AZK (ZAK), cell division
cycle 25 homolog B (CDC25B) (Kitahara et al. 2001; Notterman et al. 2001;
Birkenkamp-Demtroder et al. 2002), microtubule-associated, homolog (TPX2) (Keen
& Taylor 2004; Kollareddy et al 2008), v-myb myeloblastosis viral oncogene
homolog (avian)-like 2 (MYBL2) (Platzer et al. 2002; Ramsay & Gonda 2008),
CDC28 protein kinase regulatory subunit 2 (CKS2) (Notterman et al. 2001; Lin et al.

2002; Koehler et al. 2004), minichromosome maintenance complex component 7



(MCM7) (Honeycutt et al. 2006), SI100 calcium binding protein AIl (SI00411)
(Kuramitsu & Nakamura 2006; Melle et al. 2006; Wang et al. 2008), ribonucleotide
reductase M1 (RRMI) (Cao et al. 2003), ornithine decarboxylase 1 (ODCI)
(Matsubara et al. 1995; Giardiello et al. 1997; Lin et al. 2002), dan dyskeratosis
congenita 1, dyskerin (DKC1) (Alawiet al. 2011).

Gen-gen tersebut berkemungkinan memainkan peranan yang penting dalam
karsinogenesis kanser kolorektal. Kitaran sel merupakan urutan peristiwa yang
menghasilkan dua sel anak yang serupa daripada sel induk melalui proses replikasi
dengan membahagi secara tepat maklumat genetik kepada sel-sel anak (Cooper 2000).
Kitaran sel terbahagi kepada dua peringkat iaitu interfasa dan mitosis. Interfasa
adalah berkaitan dengan penambahan jisim sel dan replikasi DNA, di mana ia boleh
dibahagikan kepada fasa-fasa G1, S dan G2. Pertumbuhan sel berterusan sehingga ke
seluruh interfasa manakala replikasi DNA sel pula mengambil masa yang lebih
pendek dan dihadkan kepada fasa S. Apabila memasuki mitosis, sel induk akan
membahagikan DNA kepada dua set yang lengkap dan membelah sel kepada dua sel
anak dimana proses ini dikenali sebagai sitokinesis (Cooper 2000). Sel-sel yang
normal biasanya membahagi secara tepat dan di bawah kawalan sel Sel kanser terjadi
apabila sesuatu sel tersebut membahagi secara berterusan tanpa henti dan di luar
kawalan sel. Maka, pengawal aturan kitaran sel adalah penting supaya sel-sel
membahagi dengan tepat. Gangguan dalam mekanisme pengawalaturan sel akan

menjejaskan integriti genetik proses biologi sel.

Gangguan RNA (RNAI) digunakan secara meluas dalam kajian penyenyapan
gen untuk mengkaji fungsi-fungsi gen dalam pelbagai sel dan organisma (Hannon
2002). RNAi1 merupakan suatu mekanisme penyenyapan gen yang berasaskan
penguraian mRNA oleh RNA kecil (Fire 1999). Maka, mRNA yang diurai tidak dapat
bertindak sebagaitapak translasi dan mendorong kepada fenomena penyenyapan gen.
Rantaian berganda RNA menjadi RNA kecil yang menyebabkan penyenyapan gen
dan mengawal pengekspresan gen pada semua peringkat, termasuk transkripsi,
kestabilan mRNA dan translasi. RNA gangguan kecil (sSiRNA) merupakan RNA kecil
yang mengakibatkan kejadian RNAi (Grosshans & Filipowicz 2008). siRNA terdiri
daripada 20-25 urutan nukleotida yang mengawalatur pelbagai proses biologi. Ia



memainkan peranan penting dalam mengawal aktiviti transposon dan jangkitan virus,

dan mengawal atur gen-gen yang mengekodkan protein.

Banyak kajian telah dibuat untuk merencat pengekspresan gen-gen tertentu
dengan menggunakan siRNA. Contohnya, siRNA CD44 pada titisan sel kanser
kolorektal, iaitu HT-29, menunjukkan lebih daripada 75% perencatan ekpresi CD44
serta penurunan viabiliti dan perlekatan sel, serta meningkatkan kadar apoptosis
(Subramaniam et al. 2007). SIRNA juga digunakan untuk merencat pengekspresan
reseptor faktor I pertumbuhan mirip-insulin (IGF-IR) dan reseptor faktor
pertumbuhan epidermal (EGFR) dalam sel-sel DLD-1 dan Caco-2, iaitu titisan sel
kanser kolorektal. Apabila gen-gen ini dirawat dengan siRNA, kadar proliferasi sel
menurun dan kadar apoptosis sel meningkat (Kaulfuss et al. 2009). Selain itu, kadar
pertumbuhan sel-sel glioma, U25, juga menyusut secara signifikan dalam selepas
rawatan SIRNA UbcH10. Tambahan pula, kesan RNA1 ini juga mengaruh kejadian
apoptosis melalui induksi Bax dan p53, pengurangan regulasi Bcl-2 dan penahanan
fasa G2/M kitaran sel (Jiang etal. 2010).

Dalam kajian ini, RNA1 digunakan untuk menurunkan pengekspresan gen-gen
yang dikenalpasti. Pembangunan teknologi RNAi membolehkan penyekatan fungsi
sasaran gen tertentu. 5-FU merupakan agen anti-kanser yang popular dalam rawatan
kanser kolorektal. Mekanisme tindakan bagi 5-FU termasuk perencatan thymidylate
synthase menghalang penggabungan metabolitnya ke dalam RNA dan DNA, serta
merencat kitaran sel dan apoptosis (Longley et al 2003). Akan tetapi, kesan
keseluruhan bagi 5-FU dalam pesakit kanser kolorektal adalah rendah, iaitu kira-kira
10-20% (Jones et al. 1995). Maka, strategi-strategi rawatan baru adalah perlu untuk
meningkat kecekapan rawatan kanser kolorektal. RN A1 merupakan strategi yang baik
untuk merawat kanser di mana ianya lebih spesifik dan kurang toksik. Pengabungan
siRNA dengan 5-FU juga mampu meningkatkan kemosensitiviti sel-sel tumor dan

mengurangkan dos serta kesan sampingan agen anti-kanser.



1.2

1.2.1

OBJEKTIF

Objektif Umum

Untuk menentukan peranan gen-gen yang berkaitan dengan kanser kolorektal dalam

titisan sel kanser kolorektal kemosensitif yang dirawat dengan 5-FU.

1.2.2

1.

11l

1.3

1.

iil.

Objektif Khusus

Untuk menentukan aras mRNA dan protein bagi gen-gen yang berkaitan
dengan kanser kolorektal berikutan penyenyapan gen dalam titisan sel
HCT116 dan HT-29.

Untuk menentukan dos 5-fluorourasil (5-FU) yang optimum untuk
mendapatkan fungsi kehilangan gen-gen yang berkaitan dengan kanser

kolorektal.

Untuk menentukan fungsi kehilangan gen-gen seperti viabiliti, kitaran sel,

motiliti dan apoptosis dalam titisan sel yang dirawat dengan 5-FU.

HIPOTHESIS

Penyenyapan gen mengurangkan mRNA bagi gen-gen yang beregulasi

menaik dalam kanser kolorektal.

Gen-gen yang beregulasi menaik dalam kanser kolorektal berperanan penting

dalam proses pembahagian sel, motiliti, apoptosis dan kitaran sel.

Penggunaan RNAi bersama 5-FU mampu mengurangkan dos 5-FU yang
diperlukan untuk menyekat pertumbuhan sel kanser kolorektal.



BAB II

KAJIAN KEPUSTAKAAN

2.1 KANSER KOLOREKTAL

Kanser kolorektal, merupakan kanser kedua (11.9%) yang kerap berlaku di Malaysia
selepas kanser payudara (18%) dan diikuti dengan kanser paru-paru (7.4%). Merujuk
kepada laporan daripada Pendaftaran Kanser Kebangsaan (NCR) 2008, sebanyak
67,792 kes baru kanser kolorektal telah dilaporkan di Semenanjung Malaysia pada
tahun 2003 hingga 2005. Daripada jumlah tersebut, 43.7% terdiri daripada kaum
lelaki, iaitu sebanyak 29,596 kes dan 56.3% terdiri daripada kaum perempuan, iaitu
sebanyak 38,196 kes.

Proses pembentukan kanser kolorektal bermula dari peringkat adenoma ke
peringkat karsinoma dan seterusnya metastasis. (Cardoso et al. 2007). Kemunculan
aberrant crypt focus (ACF) di bahagian epitelium kolon pada peringkat awal adalah
kesan daripada perbezaan sel-sel yang abnormal dan tanpa kawalan. Terdapat dua
jenis ACF yang mempunyai ciri-ciri histologi yang berlainan, iaitu ACF heteroplasia
dan ACF displasia (Nucci et al. 1997). Permulaan ACF heteroplasia adalah
disebabkan oleh mutasi pada onkogen KRAS2 manakala permulaan ACF diplasia
adalah disebabkan oleh penyahaktifan gen penindas tumor, adenomatous polbposis
coli (APC) (Smith et al. 1994; Lamlum et al. 2000). Sebanyak 70-80% familial
adenomatous polyposis (FAP) adalah disebabkan oleh mutasi gen APC (Powell et al.
1992). Penyahaktifan gen APC menyahkawal laluan isyarat Wnt/B-catenin yang
menyebabkan pertumbuhan progresif ACF displasia dan seterusnya menyumbang
kepada adenoma (Reya & Clevers 2005). Mutasi pada onkogen KRAS2 pula berkaitan



dengan pembentukan kanser peringkat awal serta pertumbuhan dan perkembangan
adenoma (Rajagopalan etal. 2002).

Selain itu, perubahan dalam laluan transduksi isyarat faktor-f pertumbuhan
transformasi (TGFp) juga berperanan dalam perkembangan tumor kepada peringkat
adenoma lewat dan karsinoma awal. Mutasi dalam komponen-komponen laluan
TGFB seperti gen-gen TGFf reseptor 2 (TGFpR2), SMAD2 dan SMAD4 boleh
menjejaskan angiogenesis, pertumbuhan dan perbezaan sel (Markowitz et al. 1995;

Eppert etal. 1996).

Penyahaktifan gen penindas tumor 7P53 juga berperanan dalam transformasi
malignan dari adenoma ke peringkat karsinoma (Purdie et al. 1991). Protein p53
berfungsi untuk merencat pertumbuhan sel-sel dan merangsang kematian sel apabila
sel tersebut berada dalam tekanan sel Penyahaktifan gen p53 menyebabkan
pertumbuhan sel secara tidak terkawal dan memberi kesan dramatik dalam

pengawalaturan integriti genom dalam sel usus (Cardoso et al. 2007).

Karsinoma kolorektal boleh dibahagikan kepada beberapa peringkat
berasaskan invasi pada tapak utama dan kehadiran metastasis dalam nodus setempat
dan organ-organ. Terdapat dua sistem pengkelasan kanser kolorektal yang umum,
iaitu sistem Dukes’ dan sistem TNM (Astler & Coller 1954; Sobin et al. 2010).
Sistem Dukes’ merupakan sistem pengkelasan kanser kolorektal yang lebih lama dan
mudah. Dukes’ A berlaku pada tahap yang paling awal apabila tumor muncul pada
dinding kolon (mukosa). Dukes’ B ialah tahap tumor yang menyerang menerusi
dinding kolon tetapi bukan kalenjar nodus. Dukes’ C merupakan tahap tumor yang
menyerang kalenjar nodus tetapi bukan organ-organ lain. Dukes’ D berlaku apabila
tumor telah menyebar ke organ-organ lain dalam badan (Astler & Coller 1954;
Cardoso etal. 2007).

Sistem TNM terdiri daripada tiga kategori yang berasaskan nombor. ‘T’
merujuk kepada darjah invasi pada dinding kolon, ‘N’ merujuk kepada penglibatan
nodus limfa manakala ‘M’ merujuk kepada darjah metastasis (Sobin et al. 2010).

Huruf T merujuk kepada saiz dan darjah invasi tumor yang diwakili oleh nombor



sifar hingga 4. Simbol ‘N0’ menunjukkan ketidakhadiran tumor dalam nodus limfa;
‘NI’ menunjukkan kehadiran metastasis nodus setempat; ‘N2’ menunjukkan
penyebaran tumor ke lebih daripada satu nodus manakala ‘N3’ menunjukkan
penyebaran tumor ke nodus limfa yang lebih jauh. Simbol ‘M0’ pula menunjukkan
ketidakhadiran metastasis tumor manakala ‘M1’ bermaksud metastasis berlaku ke

organ-organ yang berjauhan (Sobin etal. 2010).
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Tanda-tanda atau simptom-simptom kanser kolorektal adalah bergantung
kepada lokasi tumor dalam kolon. Simptom utama kanser kolorektal ialah kesakitan
pada bahagian abdomen dan perubahan tabiat membuang air besar seperti sembelit
atau cirit-birit. Pendarahan dalam kolon dan kehadiran darah dalam najis juga
merupakan salah satu tanda kanser kolorektal. Selain itu, kehilangan selera makan,
mual, muntah, kehilangan berat badan secara mendadak dan keletihan juga

menunjukkan seseorang itu menghidapi kanser kolorektal (Majumdar et al. 1999).

Terdapat banyak faktor yang menyebabkan kanser kolorektal (Boyle & Leon
2002). Usia yang lebih lanjut meningkatkan risiko seseorang untuk mendapat kanser
tersebut (Edwards et al. 2002). Contohnya, individu yang berusia lebih daripada 60
tahun mempunyai peluang yang tinggi untuk menhidapi kanser kolorektal berbanding
dengan seseorang yang berusia kurang daripada 50 tahun. Individu yang mempunyai
sejarah keluarga kanser kolorektal atau kanser lain juga mempunyairisiko yang tinggi
untuk mendapat kanser kolorektal (Strate & Syngal 2005). Selain itu, pemakanan
daging merah yang berlebihan dan kekurangan sayur-sayuran dan buah-buahan, juga
meninggikan risiko seseorang untuk menghidapi kanser kolorektal (Chao et al. 2005).

Kehadiran polip dalam kolon juga merupakan salah satu faktor kejadian
kanser kolorektal Individu yang mempunyai keluarga terdekat yang menghidapi
polip adenoma sebelum usia 60 mempunyai risiko relatif kanser sebanyak 2.59
(Winawer et al. 1996). Saiz dan histologi polip adalah berkait secara langsung dengan
risiko kanser kolorektal Risiko seseorang yang mempunyai saiz polip melebihi 2 cm
adalah 50% lebih tinggi berbanding dengan polip yang kecil (Winawer et al. 1996).
Pembuangan polip melalui kolonoskopi dapat merendahkan risiko seseorang individu

untuk mendapat kanser.

Faktor genetik seperti penyakit familial adenomatous polyposis (FAP),
hereditary nonpolyposis colorectal cancer (HNPCC) atau sindrom Ilynch, MYH-
associated polyposis, sindrom Peutz Jegher dan sindrom juvenile polyposis telah
dikenalpasti meningkatkan risiko kanser kolon (de la Chapelle 2004; Cardoso et al.
2007; Labianca et al. 2010). Penyakit inflamasi kolon seperti penyakit ulcerative

colitis atau crohn’s juga merupakan salah satu risiko kanser kolorektal (DeCosse et al.
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1994). Risiko tersebut adalah bergantung pada tempoh inflamasi dan darjah inflamasi
penyakit tersebut di kolon (Xie & Itzkowitz 2008).

Kajian terdahulu menunjukkan bahawa perokok tegar untuk jangka masa
panjang mempunyai risiko sebanyak dua hingga tiga kali ganda lebih tinggi untuk
mendapat kanser berbanding dengan individu biasa (Giovannucci 2001). Selain itu,

meminum arak seperti bir juga meningkatkan risiko kanser sebanyak dua kali ganda

lebih tinggi daripada individu biasa (Martinez et al. 1995).

Kekurangan aktiviti fizikal juga menyumbang kepada kejadian kanser
kolorektal (Labianca et al. 2010). Seseorang individu yang mempunyai aktiviti fizikal
yang aktif adalah berisiko rendah berbanding dengan individu yang kurang aktif
(Shephard 1993). Faktor persekitaran juga merupakan salah satu punca kejadian
kanser tersebut (Boyle & Leon 2002). Di samping itu, wanita yang menghidapi
penyakit kencing manis juga berisiko tinggi untuk menghidapi kanser kolorektal
(Nilsen & Vatten 2001). Insulin dan faktor pertumbuhan mirip-insulin merangsang
perbezaan sel-sel kolorektal (Boyle & Leon 2002). Tambahan pula, regulasi menaik
bagi reseptor insulin mendorong transformasi sel secara in vitro. Adenokarsinoma
kolorektal mempunyai pengekspresan reseptor insulin yang tinggi menunjukkan sel-
sel tersebut adalah sensitif terhadap kesan pertumbuhan insulin (Kiunga et al. 2004).
Wanita yang menghidapi kanser payudara dan kanser ovari juga mudah menghidapi

kanser kolorektal (Byers et al. 1982).

Endoskopi merupakan satu kaedah yang memberikan diagnostik penglihatan
untuk menilai permukaan dalaman organ dengan memasukkan tiub ke dalam usus.
(Baxter et al. 2009; Atkin et al. 2010). Kaedah ini adalah cara pemeriksaan yang tepat,
sensitif dan spesifik. Ujian darah fecal occult (FOB) memeriksa kehadiran darah yang
tersembunyi dalam najis (Grazzini et al. 2009). Ujian tersebut boleh menguji sifat-
sifat seperti heme, globin, porfirin atau DNA sel-sel dari mukosa usus. Ujian DNA
najis boleh mengesan perubahan genetik seperti mutasi pada gen APC, KRAS, p53
dan BAT26, yang merupakan gen yang terlibat dalam ketidakstabilan mikrosatelit
(MSI) (Ahlquist et al. 2000). Akan tetapi, ujian tersebut adalah kurang sensitif,
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dengan tahap sensitivitinya adalah di antara 60 hingga 90%. Kos ujian ini juga tinggi
menyebabkan ianya kurang digunakan.

Ujian darah juga dilakukan untuk mengesan kejadian kanser kolorektal.
Peningkatan aras antigen karsinoembrionik (CEA) yang tinggi dalam darah
menunjukkan kehadiran adenokarsinoma metastasis. Akan tetapi, ujian tersebut boleh
memberi keputusan positif palsu atau negatif palsu kerana tahap CEA yang tinggi
juga boleh dikesan dalam tumor payudara, pankreas, perut dan paru-paru (Wanebo et
al. 1978). Tambahan pula, tahap CEA juga meningkat dalam perokok atau individu
yang menghidapi penyakit kronik seperti inflamasikolon, bronkitis, dan penyakit hati
(Posner & Mayer 1994). Ujian tersebut adalah terhad kerana tahap CEA hanya
meningkat apabila tumor telah menembusi lapisan serosa. Maka, ujian tersebut tidak

sesuai dalam pengesanan awal kanser kolorektal.

Rawatan kanser kolorektal meliputi pembedahan, kemoterapi dan terapi
radiasi (Weitz et al. 2005). Pembedahan setempat dibuat apabila kanser dikesan pada
peringkat awal. Pembedahan yang lebih luas yang meliputi pemotongan tisu kanser
dan tisu normal di sekelilingnya dibuat sekiranya tumor bersaiz lebih besar. Nodus
limfa yang berhampiran perlu dikeluarkan untuk mengkaji sekiranya kanser telah
merebak. Kolostomi dijalankan apabila sebahagian usus kecil dan segmen kolon
besar dipotong dan doktor tidak berupaya untuk menyambung semula bahagian
hujung kolon bersama. Sebuah lubang dibuka di dinding perut dan disambungkan
dengan satu beg untuk mengumpulkan bahan buangan tubuh. Kolostomi boleh

bersifat sementara atau kekal bergantung kepada keadaan pesakit (Nelson et al. 2001).

Rawatan kemoterapi pula menggunakan dadah untuk mengurangkan
perkembangan metastasis, mengecilkan saiz tumor, dan memperlahankan
pertumbuhan tumor. Kemoterapi boleh diberikan kepada pesakit sebelum
pembedahan atau selepas pembedahan. Kemoterapi biasanya diberikan selepas
pembedahan apabila tumor telah merebak ke bahagian nodus, iaitu peringkat ketiga
kanser (Ades 2009). 5-Fluorourasil (5-FU) ialah kemoterapi yang diberi secara
intravena yang telah digunakan sejak 1950-an (de Gramont et al. 2000; Jover et al.
2009). 5-FU merupakan anti-kanser fluropirimidina dan strukturnya adalah mirip
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dengan urasil dengan mengandungi fluoro pada karbon kedudukan kelima dalam
cincin pirimidina. 5-FU meniru urasil semasa proses replikasi asid nukleik tetapi ia
tidak mempunyai sifat kimia yang serupa dengan urasil. 5-FU tidak dapat dimetilkan
oleh thymidylate synthase (TS) dan menyebabkan perencatan enzim tersebut dan
penurunan hasil dTMP. Maka, kekurangan dTMP menyebabkan sel-sel kanser yang
aktif tidak dapat bertumbuh dan mengalami kematian. 5-FU bergabung dengan DNA
atau RNA dan menyebabkan penguraian helaian DNA dan penurunan sintesis protein
(Longley et al. 2003; Jover et al. 2009). 5-FU biasanya diberi bersama dengan ubat
lain seperti leucovorin atau asid folinik untuk meningkatkan keberkesanan 5-FU

(Keshava et al. 1998).

Irinotecan merupakan sejenis kemoterapi intravena yang digunakan sejak
tahun 1996. Ia ialah perencat kepada protein topoisomerase I, komponen nukleus
yang penting semasa replikasi DNA. Maka, replikasi dan transkripsi DNA turut
direncat (O'Dwyer & Catalano 2006). Oxaliplatin merupakan analog generasi ketiga
yang berasaskan platinum. la menyasarkan DNA sel kanser dan merencatkan
pertumbuhan sel kanser. Oxaliplatin biasanya digunakan bersama 5-FU dan

leucovorin dalam rawatan kanser (de Gramont et al. 2000).

Selain itu, terapi radiasi juga dilakukan sebelum pembedahan untuk
mengecilkan saiz tumor atau selepas pembedahan untuk membunuh sel-sel kanser
yang mungkin tertinggal di badan. Terapi radiasi juga digunakan bersama dengan
kemoterapi untuk mengurangkan peluang pengulangan kanser tersebut. Terapi radiasi
menghentikan pertumbuhan sel-sel yang aktif, termasuk sel-sel kanser. Oleh sebab
sel-sel normal dalam kolon juga membahagi dengan aktif, maka terapi radiasi juga
menghentikan sel tersebut daripada terus membahagi. Kesan sampingan terapi radiasi
termasuk muntah, cirit-birit, mual, kelelahan, pendarahan dan kesakitan rektum

(Cummings 1993).

2.2 GANGGUAN RNA (RNAi)

Perkataan gangguan RNA (RNA1) telah digunakan oleh Fire dan rakan sekerjanya

untuk menerangkan pemerhatian bahawa helaian berganda RNA boleh merencat
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pengekspresan gen apabila dimasukkan ke dalam cacing (Fire et al. 1998; Fire 1999).
Peristiwa RNAI telah dijumpai di dalam pelbagai haiwan, seperti lalat Drosophila
(Kennerdell & Carthew 1998; Misquitta & Paterson 1999), trypanosomes (Ngo et al.
1998), hydra (Lohmann et al. 1999), planaria (Sanchez Alvarado & Newmark 1999),
ikan zebra (Wargelius et al. 1999), dan tikus (Wianny & Zernicka-Goetz 2000).
Selain itu, RNA1i juga dijumpai dalam tumbuh-tumbuhan (Vaucheret et al. 1998;
Waterhouse et al. 1998; Baulcombe 1999; Waterhouse et al. 1999) dan kulat
Neurospora (Cogoni et al. 1996; Cogoni & Macino 1999; Cogoni & Macino 1999).

Non-coding RNA (ncRNA) atau RNA kecil berperanan penting dalam
peristiwa RNAi ncRNA terdiri daripada 20-30 nukleotida dan tidak ditranslasi
kepada protein (Grosshans & Filipowicz 2008). Akan tetapi, mereka berperanan
penting untuk mengawalatur pelbagai proses biologi terutamanya dalam menganggu
translasi mRNA (Montgomery et al. 1998). Kelas ncRNA yang paling umum ialah
RNA gangguan kecil (siRNA), mikroRNA (miRNA) dan piwi-associated RNAs
(piIRNA) (Grosshans & Filipowicz 2008).

ncRNA adalah hasil daripada pemecahan prekursor panjang RNA. miRNA
terdiri daripada 20-25 nukleotida yang dikodkan oleh gen-gen spesifik untuk
merencat translasi dan mengurai mRNA dalam tumbuh-tumbuhan dan haiwan (Bartel
2004). miRNAs dihasilkan daripada prekursor pengekodan genom spesifik, di mana
melipat menjadi hairpin intramolekul yang mengandungi segmen-segmen tidak
berpasangan sempurna. Proses ini biasanya berlaku dalam dua langkah dan dikatalisis
oleh Drosha enzim dalam nukleus dan Dicer enzim dalam sitoplasma. Salah satu hasil
rantaian miRNA dupleks, menyerupai siRNA, kemudian bergabung dengan kompleks
RNA  induced  silencing (RISC)-mirip miRNA-ribonukleoprotein (miRNP).
Komponen utama RISC dan miRNP ialah keluarga protein Argonaute (Ago). miRNA
mempengaruhi degradasi mRNA atau merencat pengekspresan mRNA bergantung
kepada peringkat komplementari Laluan miRNA bermula dengan penyingkiran
mRNA ekor poli(A) (Grosshans & Filipowicz 2008).

miRNA berfungsi sebagai spesies rantaian tunggal RNA dan mengawalatur
translasi sasaran mRNA yang berkomplementari (Carrington & Ambros 2003).
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miRNA disintesiskan oleh RNA polimerase II kepada 60-70 nukleotida pre-miRNA.
Pre-miRNA tersebut akan membentuk struktur stem-loop atau hairpin kerana mereka
tidak berpasangan lengkap antara satu sama lain. Maka, ciri-ciri pre-miRNA ialah
kehadiran ketidaksepadanan atau gegelung dalam rantaian (Pasquinelli 2002). Pre-
miRNA tersebut kemudian dieksport ke sitoplasma untuk pemprosesan selanjutnya
oleh Dicer (Lee et al. 2002). miRNA yang matang mempunyai saiz yang sama
dengan siRNA, tetapi berantaian tunggal dan mengenal pada 3’UTR mRNA sasaran.
miRNA memulakan penguraian mRNA dengan bergantung kapada takat homologi
miRNA dengan sasaran (Doench et al. 2003). miRNA mengawalatur kebanyakan
gen-gen mengekod protein di dalam mamalia dengan merencatkan pengekspresan gen
(Edelstein & Bray 2011). Sesetengah miRNA diekspres secara spontan manakala
sesetengah miRNA adalah tisu dan/atau peringkat spesifik pertumbuhan. Kandungan
miRNA sel adalah berubah-ubah dari satu salinan sehingga 10,000 salinan (Chen et al.
2005). Kira-kira 30% miRNA berada di dalam kawasan intergenik dan kira-kira 70%
miRNA berada di antara intron atau exon gen-gen mengekod protein (Edelstein &
Bray 2011).

Piwi-associated RNAs (pIRNA) juga merupakan ncRNA dalam RNAi piRNA
mula dijumpai dalam lalat Drosophila (Grosshans & Filipowicz 2008). Kehadiran 25-
27 nukleotida RNA yang homolog dengan Ilokus stellate berulangan adalah
berkorelasi dengan fungsi penyenyapan dan memerlukan protein Piwi clade
Aubergine (Aravin et al 2007). piRNA dihasilkan daripada prekursor rantaian
tunggal yang panjang dan bebas daripada protein Dorsha dan Dicer. RNA kecil ini
bersekutu dengan subfamili protein Argonaute, juga dikenali sebagai protein Piwi
(Grosshans & Filipowicz 2008). Sepuluh daripada ribuan piRNA telah dikenalpasti
(Aravin et al. 2007). Walau bagaimanapun, piRNA tersebut masih dalam peringkat
kajian. piIRNA bersama dengan protein Piwi diperlukan untuk pertumbuhan sel-sel
gamet (Carmell et al. 2007; Grosshans & Filipowicz 2008). Drosophila piwi
diperlukan dalam regulasi proliferasi dan penyelenggaraan sel-sel dalam sel-sel gamet
dan sel-sel somatik (Aravin et al. 2007). Dalam tikus, semua piRNA adalah
diperlukan untuk spermatogenesis (Kuramochi-Miyagawa et al. 2004). Kajian genetik
juga menunjukkan peranan laluan Piwi dalam penyenyapan elemen genetik selfish

(Aravin et al. 2007).
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Selain itu, siRNA juga merupakan ncRNA utama dalam laluan gangguan
RNA (Grosshans & Filipowicz 2008). Laluan siRNA bermula dengan enzim mirip
RNase III yang dikenali sebagai Dicer enzim (Bernstein et al. 2003). Dicer enzim
mengandungi dua domain, iaitu terminal-C rantaian berganda domain pengikatan
RNA dan terminal-N helikase RNA (Bernstein et al. 2001). Dicer enzim telah
dijumpai dalam pelbagai organisma termasuk C. elegans (Knight & Bass 2001),
Drosophila (Bernstein et al. 2001), yis (Provost et al. 2002; Volpe et al. 2002),
tumbuh-tumbuhan (Golden et al. 2002; Park et al. 2002), tikus (Bernstein et al. 2003)
dan manusia (Provost et al. 2002; Zhang et al. 2002). Dicer memotong rantaian
berganda panjang molekul RNA kepada 21-23 nukleotida siRNA (Zamore et al
2000). siRNA dupleks akan dipisahkan dan rantaian tunggal RNA akan bergabung
dengan RISC (Martinez et al. 2002). Selepas itu, siRNAs akan berpasangan dengan
urutan yang berkomplimentari dan mencetuskan penguraian mRNA oleh Argonaute
(Zamore et al. 2000). Argonaute merupakan komponen pemangkin kompleks RISC.
Penguraian mRNA berlaku pada tapak tengah dupleks siRNA-mRNA (Elbashir et al
2001; Martinez et al. 2002). Penguraian mRNA menyebabkan mRNA tidak boleh

berfungsi sebagai tapak translasi dan mengarah kepada penyenyapan gen.



Rajah 2.2 Laluan siRNA, miRNA dan piRNA

Sumber:

Ubah suai daripada Grosshans & Filipowicz 2008
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RNAi memainkan peranan penting dalam tindak balas pengimunan. siRNA
merupakan benda genetik asing di mana ia menghalang propagasi diri transposon
dalam tumbuh-tumbuhan (Stram & Kuzntzova 2006). Salah satu laporan awal
menunjukkan bahawa siRNA adalah berkaitan dengan virus polio dan mempunyai
potensi untuk merencat replikasi virus haiwan (Gitlin et al. 2002). Dalam laporan
tersebut, dua siRNA telah digunakan untuk merencat replikasi virus. Satu siRNA
disasarkan kepada gen viral protein 3 (VP3) manakala siRNA kedua merencat protein
bukan struktur, iaitu gen polimerase (3D) (Gitlin et al 2002). Keputusan
menunjukkan bahawa terdapat pengurangan titer virus, RNA dan protein virus yang
signifikan dalam sel-sel yang dirawat dengan siRNA. Maka, siRNA boleh
menyebabkan rintangan kepada antivirus intrasel dalam sel-sel manusia (Gitlin et al.
2002). Selain itu, RNAi juga memainkan peranan dalam pengimunan semulajadi
antivirus dan adalah aktif terhadap patogen-patogen seperti virus Drosophila X dalam
Drosophila juvana dan dewasa (Zambon et al. 2006). Dalam C. elegans, regulasi
protein Argonaute meningkat apabila bertindak balas dengan virus. C. elegans yang
menunjukkan pengekpresan berlebihan dalam komponen-komponen laluan RNAi

adalah rintangan terhadap infeksi virus (Wilkins et al. 2005).

Tumbuh-tumbuhan seperti arabidopsis thaliana juga mengekspres pelbagai
jenis homolog dicer yang khusus untuk bertindak secara berbeza apabila tumbuhan
tersebut didedahkan kepada jenis virus yang berlainan (Blevins et al. 2006). Dalam
arabidopsis, lebih daripada 100 miRNA telah dilaporkan dan dikenalpasti penting
dalam toleransi tekanan abiotik dan perkembangan tumbuh-tumbuhan (Jones-
Rhoades & Bartel 2004; Jones-Rhoades et al. 2006; Mallory & Vaucheret 2006).
miRNA juga berperanan dalam pertahanan basal terhadap bakteria melalui
pengawalaturan isyarat auksin (Navarro et al. 2006). Sesetengah genom tumbuh-
tumbuhan juga mengekpres endogenus siRNA apabila dijangkiti oleh bakteria
tertentu (Katiyar-Agarwal etal. 20006).

Fungsi RNA1yang lain termasuk menurunkan regulasi gen. Mekanisme RNA1

boleh dieksploitasikan untuk merebah gen penyakit penting, molekul isyarat
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downstream yang memodulasikan penyakit tertentu dan gen-gen dominan yang
menyebabkan penyakit genetik (Pushparaj & Melendez 2006). Peranan miRNA
dalam menurunkan pengekspresan gen telah dilaporkan dalam C. elegans pada tahun
1993 (Lee et al. 1993). Dalam tumbuh-tumbuhan, fungsi RNA1 telah ditemui apabila
JAW microRNA Arabidopsis telah dikenalpasti terlibat dalam regulasi sesetengah
gen-gen yang mengawalatur bentuk tumbuh-tumbuhan (Palatnik et al. 2003). Majoriti
gen-gen yang diregulasikan oleh miRNA dalam tumbuh-tumbuhan terdiri daripada
faktor transkripsi (Zhang et al. 2006). Dalam kebanyakan organisma, termasuk
manusia, miRNA berperanan penting dalam pembentukan tumor dan gangguan
kitaran sel (Zhang et al. 2007). Maka, miRNA juga boleh bertindak sebagai onkogen
dan penindas tumor (Zhang et al. 2007).

RNAi menyebabkan penyenyapan gen melalui pemodelan kromatin dan
seterusnya merencat transkripsi, mengurai mRNA komplimentari, atau merencat
translasi protein (Ahlquist 2002; Klase et al. 2007). Penemuan terbaharu
mencadangkan bahawa RNA berganda dua kecil (dsRNA) seperti siRNA dan miRNA
juga bertindak sebagai RNA pengaktifan kecil (saRNA) (Li et al. 2006; Janowski et al.
2007). Dengan menyasarkan jujukan dalam promoter gen, saRNA bersedia untuk
mencetuskan pengekspresan gen sasaran pada peringkat transkripsi. Fenomena
tersebut merujuk kepada pengaktifan dsRNA-induced transcriptional (RNAa) (Li et al.
2006).

Teknologi RNA1 telah menjadi alat yang berpotensi untuk menyenyapkan gen
yang dikehendaki. RNA berganda dua disintesiskan daripada jujukan yang
berkomplimentari dengan gen sasaran dan seterusnya dimasukkan ke dalam sel atau
organisma. RNA berganda dua tersebut akan dikesan sebagai bahan genetik eksogen
dan seterusnya mengaktifkan laluan RNAi (Subramaniam et al. 2007; Kaulfuss et al.
2009; Jiang et al. 2010). Pengekspresan gen sasaran dapat dikurangkan dengan
menggunakan mekanisme RNAi Kesan pengurangan pengekspresan gen
menunjukkan peranan fisiologi produk gen tersebut. siRNA CD44 dalam sel-sel
kanser kolorektal, HT-29, menyebabkan lebih daripada 75 % perencatan dalam
pengekspresan CD44 (Subramaniam et al. 2007). siRNA CD44 juga mengurangkan
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viabiliti dan pelekatan sel serta meningkatkan kejadian apoptosis sel (Subramaniam et

al. 2007).

Selam itu, siRNA /GF-IR dan EGFR pula merencat proliferasi sel dan
peningkatan kadar apoptosis sel kanser kolorektal, iaitu DLD-1 dan Caco-2 (Kaulfuss
et al. 2009). RNA1 juga digunakan untuk menurunkan regulasi UbcH10 dalam sel
glioma, iaitu U251 (Jiang et al. 2010). Kadar pertumbuhan sel U251 menurun dengan
signifikan selepas penurunan pengekspresan UbcH10 oleh siRNA. Selain itu, RNA1
UbcHIO juga merangsang kejadian apoptosis melalui induksi Bax dan p33,
penurunan regulasi Bcl-2 dan penahanan fasa G2/M kitaran sel (Jiang et al. 2010).
Secara ringkasnya, RNAi boleh menyekat pertumbuhan dan perkembangan sel-sel
tumor.

Maka, pembangunan teknologi RNAi telah muncul sebagai rawatan baru yang
berpotensi tinggi dalam rawatan pelbagai penyakit atau kanser. Banyak kajian
klinikal yang berasaskan siRNA telah dijalankan. Sebagai contoh, ubat ISNP yang
menyenyapkan gen p53 digunakan untuk merawat kegagalan fungsi buah pinggang
(Yang et al. 2015), ubat siGI2D LODER yang menyenyapkan gen KRAS untuk
merawat kanser pankreas (Lee et al 2013), dan ubat TKM-080301 yang
menyenyapkan gen PLK/ untuk merawat pelbagai jenis kanser (Kanasty et al. 2013;
Lee et al. 2013).

2.3  TITISAN SEL

Titisan sel merupakan sumber berharga yang boleh diguna secara berterusan dan
berulangan sepanjang masa, tidak seperti tisu manusia primer yang hanya boleh
diguna sekali sahaja. Titisan sel boleh diciri berdasarkan kandungan mutasi (Liu &
Bodmer 2006) dan ekspresi mRNA. Titisan sel tidak mengandungi tisu stroma, di
mana ia boleh menjejaskan penilaian data tisu manusia primer (Volchenboum et al
2009). Kajian terdahulu menunjukkan titisan sel berjaya mewakili tumor asalnya
(Douglas et al. 2004) dan mempunyai struktur yang serupa apabila berbanding tisu
asal (Willson et al. 1987). Peratus mutasi gen juga adalah sama bagi kedua-dua titisan
sel dan tisu kanser kolorektal primer (Yeung et al. 2010). Tambahan pula, titisan sel
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salinan daripada makmal berlainan mempunyai mutasi yang sama dan profil ekspresi

mikroatur yang sama (Yeung et al. 2010).

2.3.1 HT-29

Titisan sel HT-29 asal diasingkan oleh Fogh dan Trempe (Fogh 1975). Titisan sel
tersebut diperoleh dari wanita Caucasian yang berumur 44 tahun dengan kolon
adenokarsinoma gred kedua, iaitu sel yang membahagi secara sederhana pada tahun
1964 (von Kleist et al. 1975). Titisan sel HT-29 mengandungi sifat tumorigenik yang
sama apabila ditumbuhkan dalam subkutis, sekum, limpa dan hati tikus, tetapi ia akan
metastasis ke hati dan limpa sahaja selepas implantasi sekum (Sekikawa et al. 1988;

Bertrand et al. 1999).

Titisan sel ini menunjukkan pengekspresan positif bagi onkogen c-myc, K-ras,
H-ras, N-ras, Myb, sis dan fos (Trainer et al. 1988). Titisan sel HT-29 mengandungi
mutasi G-> A pada 273 kodon yang menyebabkan penggantian Arg-> His (Ahmed et
al. 2013). Fungsi gen TP53 adalah mengekalkan integriti genom dan menyebabkan
kejadian apoptosis (Toledo & Wahl 2006). Titisan sel HT-29 diguna sebagai model
tumor xenograf bagi kanser kolorektal dan juga dalam model in-vitro dalam kajian

penyerapan, pengangkutan, dan perembesan sel kolon (Huet et al. 1987).

2.3.2 HCTI116

Titisan sel HCT116 diperoleh dari lelaki dengan kolon karsinoma gred ketiga, iaitu
sel yang kurang membahagi (Brattain et al. 1981). Titisan sel HCT16 mempunyai
mutasi gen hMLHI yang menyebabkan kecacatan dalam pembaikan tidak sepadan
(MMR) dan ketidakstabilan mikrosatelit (Tronov et al. 2007). Titisan sel tersebut
mengandungi gen 7P53 jenis liar (Toledo & Wahl 2006). Sel HCT116 mengandungi
mutasi G->A pada 13 kodon (Brink et al. 2003). Kajian terdahulu telah melaporkan
bahawa mutasi gen k-ras dijumpai dalam 30-60% kanser kolorektal (Breivik et al

1994; Kressner et al. 1998).
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Titisan sel HCT116 banyak digunakan dalam kajian kanser. Titisan sel
tersebut bersifat invasif dan kemobilan yang tinggi dalam kajian in-vitro (Howell et al.
1998; Sawhney etal. 2002; Awwad et al. 2003).

2.4  5-FLUOROURASIL (5-FU)

5-Fluorourasil (5-FU) ialah sejenis ubat yang merupakan analog pirimidina di mana
digunakan secara meluas dalam rawatan kanser kolorektal sejak tahun 1957
(Noordhuis et al. 2004). Ubat ini mempunyai tapak jalan metabolisme yang serupa
dengan wurasil (Diasio & Harris 1989). Sebagai analog pirimidina bagi urasil
pirimidina semula jadi, 5-FU menjalankan proses tranformasi dan menukar kepada
metabolit sitotoksik yang berlainan di dalam sel. Metabolit tersebut kemudian
bergabung dengan DNA dan RNA untuk mengaruh perencatan kitaran sel dan
apoptosis (Longley et al. 2003). 5-FU menyekat proses sintesis DNA melalui
perencatan tidak berbalik thymidylate synthase (TS) (Longley et al. 2003).

5-FU ialah ubat spesifik fasa-S dan hanya aktif pada kitaran sel yang tertentu.
Gabungan 5-FU dengan RNA telah dikaitkan dengan tindakan sitotoksik 5-FU
(Ghoshal & Jacob 1997). Selain itu, 5-FU juga menyebabkan kesitoksikan apabila
bergabung dengan DNA sel-sel sumsung tulang dan tumor manusia (Noordhuis et al.
2004). 5-FU bergabung dengan DNA menyebabkan penghasilan rantaian DNA yang
putus (Yin & Rustum 1991). Apabila 5-FU bertindak dengan DNA, 5-FU dikeluarkan
oleh wuracil-DNA-glycosylase dan diikuti dengan pembersihan endonukleolitik
apurinic-apyrimidinic, di mana menyebabkan permutusan rantaian DNA (Mauro et al.

1993).

Selain pergabungan DNA dan RNA, 5-FU juga merencat aktiviti kompleks
eksosom, iaitu kompleks eksoribonuklease, yang memainkan peranan penting dalam
kehidupan sel (Noordhuis et al. 2004). Ia digolongkan dalam keluarga ubat yang
dinamakan anti-metabolit. Kemoterapi yang berasaskan 5-FU meningkatkan
kemandirian bagi kebanyakan pesakit bebas penyakit yang resected pada peringkat
ketiga kanser kolorektal (Longley etal 2003).
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5-FU menukar ke beberapa metabolit aktif seperti fluorodeoksiuridina
monofosfat (FAUMP), fluorodeoksiuridina trifosfat (FAUTP) dan fluorouridina
monofosfat (FAUMP) secara intrasel seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 2.3 bawah.
Metabolit aktif 5-FU menganggu sintesis RNA (FUTP), merencat tindakan
thymidylate synthase (TS) iaitu enzim sintetik nukleotida (FAUMP) dan juga
bergabung secara langsung dengan DNA (FAUTP). Enzim kadar penghadkan dalam
katabolisma 5-FU ialah dihidropirimidina dehidrogenase (DPD) yang menukarkan 5-
FU kepada dihidrofluorourasil (DHFU) (Diasio & Harris 1989; Longley et al. 2003)
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Rajah 2.3 Mekanisme pengaktifan 5-FU. 5-FU menukar secara intrasel kepada tiga

Sumber:

metabolit aktif seperti fluorodeoksiuridina monofosfat (FAUMP),
fluorodeoksuridina trifosfat (FAUTP), dan fluorouridina trifosfat (FUTP).
Mekanisme utama bagi pengaktifan 5-FU ialah penukaran kepada
fluorouridina monofosfat (FUMP), sama ada secara langsung oleh orotat
fosforibosiltransferase (OPRT) dengan fosforibosil pirofosfat (PRPP)
sebagai kofaktor, atau secara tidak langsung dengan melalui fluorouridina
(FUR) daripada tindakan uridina fosforilase (UP) dan uridina kinase
(UK). FUMP kemudian difosfatkan kepada fluorouridina difosfat
(FUDP), sama ada boleh difosfatkan selanjutnya kepada metabolit aktif
fluorouridina trifosfat (FUTP), atau menukar kepada fluorodeoksiuridina
difosfat (FAUDP) oleh ribonukleotida reduktase (RR). Seterusnya,
FAUDP boleh difosforilasikan atau dinyahfosforilasikan untuk
menghasilkan metabolit aktif FAUTP dan FAUMP masing-masing. Tapak
jalan alternatif melibatkan penukaran 5-FU yang dikatalisiskan oleh
timidina fosforilase kepada fluorodeoksiuridina (FUDR), di mana akan
difosfatkan kemudian oleh timidina kinase (TK) kepada FAdUMP.
Penukaran 5-FU oleh dihidropirimidina dehidrogenase (DPD)-
perantaraan kepada dihidrofluorourasil (DHFU) ialah langkah kadar
penghadkan bagi katabolisma 5-FU dalam sel-sel normal dan tumor.

(Diasio & Harris 1989; Longley etal 2003)



BAB 1II

BAHAN DAN KAEDAH

3.1 TITISAN SEL

Titisan sel kanser kolon karsinoma manusia, HCT116, dan sel kanser kolon
adenokarsinoma manusia, HT-29, telah diperoleh daripada ATCC, iaitu American
Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). Sel-sel tersebut dikultur dan
dikekalkan dalam media McCoy’s SA (Invitrogen, Carlsbad, CA) dengan tambahan
10 % serum fetus lembu (FBS) yang telah dinyahaktifkan (Invitrogen). Sel-sel
tersebut dikekalkan dalam 37 °C, 5% CO..

Untuk kerja subkultur sel, media kultur dalam kelalang sel dialihkan dan
dibuang. Lapisan sel-sel dibilas secara ringkas dengan menggunakan larutan 1X PBS
(Salina timbal fosfat) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) untuk membuangkan
semua baki serum yang mengandungi perencat tripsin. 2 ml larutan 1X tripsin-EDTA
(Gibco, Grand Island, NY) ditambahkan ke dalam kelalang sel dan dieram selama
lima minit dalam 37 °C, 5% CO, sehingga lapisan sel tertanggal. Kira-kira 6.0 hingga
8.0 ml media pertumbuhan lengkap ditambahkan dan sel-sel diaspirat dengan
pempipetan yang lembut. Alikuot ampaian sel yang sesuai ditambahkan ke kelalang
kultur sel yang baru. Kemudian, sel-sel tersebut dieram pada 37 °C, 5% COa,.
Biasanya, kadar subkultur sel sebanyak 1:3 sehingga 1:8 adalah digalakkan. Media

sel diperbaharui setiap dua atau tiga hari.

Untuk pengkrioawetan, kultur sel dalam kelalang dialihkan dan dibuang.
Lapisan sel-sel dibilas secara ringkas dengan menggunakan larutan 1X PBS (Sigma-
Aldrich) untuk membuangkan semua jejaki serum yang mengandungi perencat tripsin.

2ml larutan 1X tripsin-EDTA (Gibco) ditambahkan ke dalam kelalang sel dan dieram
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selama lima minit dalam 37 °C, 5% CO, sehingga lapisan sel tertanggal. 1.0 ml media
pertumbuhan lengkap ditambahkan untuk menyahaktifkan tripsin. Larutan kultur
kemudian dipindah ke 15 ml tiub falcon dan diemparkan pada kelajuan 150 rpm
selama 5 minit. Pelet sel diambai semula dengan menggunakan media pertumbuhan
lengkap dengan tambahan 5% (v/v) dimetil sulfoksida (DMSO) (Sigma-Aldrich).
Selepas itu, ampaian sel dialikuotkan ke dalam kriotuib dan disimpan dalam fasa wap

nitrogen cecarr.

3.2  TRANSFEKSI siRNA

Dharmacon® format transfeksi berbalik (RTF) siRNA Libraries telah direka untuk
menyaring siRNA dalam titisan sel manusia dengan menggunakan format transfeksi
berbalik (Dharmacon, Lafayette, CO, USA). Kumpulan pre-reka Dharmacon's
SIGENOME SMARTpool bagi empat oligo, iaitu siGENOME SMARTpool, digunakan
untuk penyenyapan gen pemprosesan tinggi bagi 20 gen yang beregulasi secara
menaik dalam kanser kolorektum. 20 gen tersebut termasuk gen-gen CDK4
(NM_000075), TOP24 (NM_001067), NMEI (NM _198175), RAN (NM_006325),
PCNA (NM _002592), CSEIL/CAS (NM_001316), ENOI (NM _001428), GTF34
(NM_002097), POLRID (NM 152705), TMEM97 (NM_014573), ZAK
(NM _133646), CDC25B (NM_021873), TPX2 (NM_012112), MYBL2 (NM_002466),
CKS2 (NM_001827), MCM7 (NM_005916), S100411 (NM_005620), RRMI
(NM _001033), ODCI (NM_002539), DKCI (NM _001363). siRNA gen GAPDH
merupakan siRNA yang mensasarkan gen penyelenggara GAPDH dan digunakan
sebagai kawalan positif. sSiRNA bebas-RISC (RNA Induced Silencing Complex)
merupakan dupleks bukan sasaran yang membawa modifikasi kimia untuk
menghalang interaksi dengan RISC pula dijadikan sebagai kawalan negatif. Mock

pula merupakan kawalan yang menunjukkan sel-sel yang dirawat oleh lipid sahaja.

Semua protokol transfeksi dijalankan dalam kabinet keselamatan biologikal.
Pada mulanya, plat Dharmacon RTF siRNA library dan reagen kultur sel
DharmaFECT untuk siRNA (DCCR) (Dharmacon) diizinkan untuk equilibrate ke
suhu bilik. Larutan rehidrasi disediakan dengan mencampurkan reagen transfeksi

DharmaFECT 4 (Dharmacon) dan DCCR mengikut formulasi. Untuk setiap set plat
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peniga, 8.0 ml larutan rehidrasi disediakan dalam 15 ml tiub. Kepekatan stok bagi
reagen transfeksi DharmaFECT 4 ialah 1.0 mg/ml. Untuk menyediakan isipadu akhir
sebanyak 2.0 ul'telaga reagen transfeksi DharmaFECT 4, sebanyak 15 pl stok reagen
transfeksi DharmaFECT 4 dicampurkan dengan 1860 pl of DCCR. 25 pul larutan
rehidrasi kemudian diagihkan ke semua telaga yang mengandungi siRNA pra-salut di
dalamnya. Reagen transfeksi DharmaFECT 4 dibenarkan untuk mengkomplekskan
dengan siRNA dengan mengeramkan plat Dharmacon RTF siRNA library yang
direhidrasi pada suhu bilik selama 30 minit. Kemudian, 35.0 ml ampaian sel
disediakan dalam media pertumbuhan lengkap tanpa antibiotik. Media pertumbuhan
lengkap ialah media yang biasanya digunakan dalam kultur sel, iaitu media McCoy’s
5A dengan tambahan 10 % FBS yang telah dinyahaktifkan. 100 pl ampaian sel (5 x
10* sel-sel per ml) ditambahkan ke dalam setiap telaga dalam plat 96 telaga. Isipadu
akhir dalam setiap telaga adalah sebanyak 125 pul dan kepekatan reagen siRNA dalam
setiap telaga ialah 50 nM. Plat Dharmacon RTF siRNA library dieram pada 37 °C,
5 % CO;, selama 48 jam. Asai saringan dijalankan mengikut laluan biologi yang

diminati.



Jadual 3.1 Jujukan-jujukan sasaran siRNA
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Bil

siRNA

Jujukan-jujukan Sasaran

1

[\

CDK4

TOP24

NME]

RAN

PCNA

CSEIL

CAAGGUAACCCUGGUGUUU
GAGCUCUGCAGCACUCUUA
CAGCACAGUUCGUGAGGUG
GCACUUACACCCGUGGUUG

CGAAAGGAAUGGUUAACUA
GAUGAACUCUGCAGGCUAA
GGAGAAGAUUAUACAUGUA
GGUAACUCCUUGAAAGUAA

GAGAUCGGCUUGUGGUUUC
CCGCCUUGUUGGUCUGAAA
GAGCGUACCUUCAUUGCGA
GAGAGAUUAUCAAGCGUUU

GGAAAGUGAAGGCGAAAUC
CUAGGAAGCUCAUUGGAGA
GAGAAGAAGUAUGUAGCCA
GAAAAGCCCUUCCUCUGGC

GCACGUAUAUGCCGAGAUC
AACGAGGCCUGCUGGGAUA
GCGGAUAUGGGACACUUAA
CACUAAGGGCCGAAGAUAA

CGUCAUGAAUUUAAGUCAA
CGAGUUAUGGACUGAAAUU
AUAGUGCACUUGAUGCUUA
CAGAAAUGGUGAAUCGCUU

Bersambung. ..
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7 ENOI
8 GTF34
9 POLRID
10  TMEM97
11 ZAK
12 CDC25B
13 TPX2

UGACUUGGCUGGCAACUCU
CAUGGUGUCUCAUCGUUCG
CCGAGUCUCUUCAGGCGUG
CGAGAAGUCCUGCAACUGC

GCUAAGAACUGCACUGCUU
ACGCAAAGAUUACCUUAAG
CCACGAGGGCUAUGUAUGU
UACAUGAUCCUGACAAGAA

GCAUAAAGGACUAUAAGGA
UAGGAAAUUCUCUACGUUA
UGACAUUUGUAUUGCACGA
CCUCAAUGGCUGAAGGCGA

CGGUGUGGGCUAGGUUAUA
UGCCUGAGUUCCACCGCAA
AGACUUUGCAUGAACGGUU
ACAGAUCAUCCUAGGCGAA

CGAGAAAGACGUUUAAAGA
GGAUAUCACAGGACAAGGA
GAGUGGAGGUGCGAAAUUG
CAAGAAACGUUGUUAUAGC

GAGAUUACUCUAAGGCCUU
GCAGAUACCCCUAUGAAUA
UGGAUAAGUUUGUGAUUGU
AGAGUGACUUAAAGGAUGA

GGACGAACCGGUAGUGAUA
GCAUAAGGCAAAUCCAAUA
GUACCAUUGUUAAGCCUUU
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14

15

16

17

18

19

MYBL?

CKS?

M CM7

S§100411

RRM1

oDCl1

GAAAUUCUACCCUCUAAGA

AAACGAGCCUGCCUUACAA
GAGCACACCUGUUAAGACC
GUAACAGCCUCACGCCCAA
GAACAGGAGCCCAUCGGUA

UCGACGAACACUACGAGUA
CCAGAGAACUUUCCAAACA
CCACAUAUUCUUCUCUUUA
ACAAGCAGAUCUACUACUC

GGAAAUAUCCCUCGUAGUA
GCUCAUGAGGCGUUACAUA
CAGCAUACGUGGAGAUGAG
GUGGAGAACUGACCUUAGA

CAACAGUGAUGGUCAGCUA
AAAGGAUGGUUAUAACUAC
UGAUUGCUGUCUUCCAGAA
CCACCUGCCAAUAGUAAUA

UAUGAGGGCUCUCCAGUUA
UGAGAGAGGUGCUUUCAUU
UGGAAGACCUCUAUAACUA
CUACUAAGCACCCUGACUA

CGAAAGAGCUAAAUAUCGA
GAGCAGACCUUUAUGUAUU
ACAAAUACUUUCCGUCAGA
CGGCUAGUAUUAAUGUGUA
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20

21

DKCI

GAPDH

CAAGGUGACUGGUUGUUUA
GCAGGUAGUUGCCGAAGCA
UCUCAUAAACGGCUGGUUA
GGACAGGUUUCAUUAAUCU

CAACGGAUUUGGUCGUAUU
GACCUCAACUACAUGGUUU
UGGUUUACAUGUUCCAAUA
GUCAACGGAUUUGGUCGUA
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3.3 TRANSFEKSI siRNA INDIVIDU

Sel-sel ditripsinkan dan jumlah sel dikira. Sel-sel dicairkan dalam media bebas
antibiotik sehingga kepekatan kira-kira 5 X 10" sel/ml untuk transfeksi dengan
DharmaFECT 4. Sebanyak 100 pl sel diplatkan ke dalam setiap telaga dalam plat 96
telaga. Sel-sel tersebut dieram semalaman dalam 37 °C, 5 % CO,.

Pada hari transfeksi, larutan 2 pM siRNA disediakan dalam 1X siRNA
penimbal. Dalam tiub yang berlainan, jumlah 2 pM siRNA yang sesuai (tiub 1) dan
DharmaFECT 4 (twub 2) dicairkan dengan menggunakan media tanpa serum. Untuk
tiub 1, 17.5 pul 2 uM siRNA ditambahkan ke dalam 17.5 pl media bebas serum.
Jumlah isipadu ialah 35 pl Untuk tiub 2, 1.4 pl DharmaFECT 4 ditambahkan ke
dalam 33.6 ul media tanpa serum. Jumlah isipadu ialah sebanyak 35 pl. Kandungan
setiap tiub dicampur dengan sekata dengan pempipetan atas dan bawah dan dieram
selama 5 minit pada suhu bilik. Selepas itu, kandungan kedua-dua tiub tersebut
dicampur. Jumlah isipadu ialah sebanyak 70 pl. Kandungan tersebut dicampur
dengan sekata dengan pempipetan atas dan bawah dan dieram selama 20 minit pada
suhu bilik. Kemudian, 280 pl media lengkap tanpa antibiotik ditambahkan sehingga
jumlah isipadu akhir menjadi 350 pl. Media kultur lengkap dalam plat 96 telaga
dibuang dan digantikan dengan 100 pl media transfeksi dalam setiap telaga. Selepas
48 jam, aras rebah sasaran gen ditentukan dengan menggunakan asai yang sesuai
seperti asai viabiliti sel (Promega, Madison, WI, USA), asai apoptosis sel (Millipore,
MA, USA), asai migrasi sel (Millipore), asai invasi sel (Millipore), analisis kitaran sel
(Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA) dan tindak balas
rantaian polimerase masa nyata (qQPCR) (Thermo Scientific, Waltham) mengikut

arahan pengilang.

3.4  ASAI VIABILITI SEL

Viabiliti sel ditentukan dengan menggunakan asai viabiliti sel CellTiter-Glo
luminescent (Promega, Madison, WI, USA), yang menentukan jumlah aras adenosina
trifosfat (ATP) sebagai indeks nombor sel. Ia merupakan kaedah homogen untuk
menentukan nombor sel yang hidup dalam kultur yang berasaskan kuantiti ATP yang
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hadir. ATP yang hadir dalam kultur merujuk kepada kehadiran sel-sel yang aktif
secara metabolik. Reagen disediakan sebelum asai. Penimbal CellTiter-Glo® dan
substrat CellTiter-Glo® yang lyophilized dicairkan dan ‘equilibrate’ ke suhu bilik
sebelum guna. Selepas itu, penimbal CellTiter-Glo® ditambah ke dalam botol yang
mengandungi substrat CellTiter-Glo® untuk menjadikan campuran enzim/substrat.
Campuran tersebut dikenali sebagai reagen CellTiter-Glo®. Campuran tersebut
dicampur dengan penvorteksan yang lembut, berpusar atau membalikkan kandungan

botol untuk mendapat larutan yang homogen.

Untuk memulakan asai viabiliti sel, plat opaque-walled multiwell yang
mengandungi sel-sel mamalia dalam media kultur disediakan, iaitu sebanyak 100 pl
dalam setiap telaga bagi plat 96 telaga. Telaga kawalan terdiri daripada telaga yang
mengandungi media tanpa kehadiran sel-sel untuk mendapat nilai latar belakang
pendarcahaya. Plat dan kandungannya dibiarkan seimbang pada suhu bilik selama 30
minit. Kemudian, 100 pl reagen ditambahkan ke dalam 100 pl sel-sel dalam setiap
telaga. Kandungan tersebut dicampurkan selama dua minit pada penggoncang orbital
untuk menggalakkan lisis sel. Selepas itu, plat tersebut dieramkan pada suhu bilik
selama 10 minit untuk menstabilkan isyarat pendarcahaya. Isyarat pendarcahaya
ditentukan pada saiz gelombang 570 nm dengan menggunakan pembaca mikroplat

pendarcahaya SpectraMax L (Molecular Devices, Sunnyvale, California, US).

3.5 PENGEKSTRAKAN RNA

Jumlah RNA dalam titisan sel diekstrakkan dengan menggunakan RNeasy plus mini
kit (Qiagen, Valencia, CA, USA). Pada mulanya, 10 pl f-merkaptoetanol (B-ME)
ditambahkan ke setiap 1.0 ml RLT plus penimbal Langkah ini dijalankan dalam
tukup wasap dan pakaian pelindung yang sesuai dipakai RPE penimbal pula
dibekalkan dalam bentuk larutan yang pekat. Empat kali isipadu etanol (96-100 %)
ditambahkan seperti yang diarahkan pada label botol untuk mendapat larutan kerja.

Bagi sel-sel monolapisan yang tidak melebihi jumlah 1 x 107 sel-sel, sel
tersebut dilisiskan secara langsung dalam vesel kultur sel. Nombor sel dalam vesel

ditentukan. Media kultur dalam vesel dibuang dan sel-sel dilisiskan dengan
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menggunakan 350 pl RLT plus penimbal. Lisat sel dialihkan ke dalam QIlAshredder
spin column dalam 2 ml tiub penggumpul dan diempar selama dua minit pada
kelajuan penuh. Lisat sel dikumpul dan dialihkan ke gDNA eliminator column dan
diempar pada kelajuan 10,000 x g selama 30 saat. Kemudian, satu isipadu 70 %
etanol ditambahkan ke dalam lisat yang homogen dan dicampur dengan sekata
dengan menggunakan pipet. 700 pl sampel, termasuk sebarang mendakan yang
terhasil, dipindah ke RNeasy spin column dalam 2 ml tiub penggumpul yang
dibekalkan dan diempar pada kelajuan 10,000 x g selama 15 saat. Aliran terus
dibuang. Sebanyak 700 ul RW1 penimbal ditambah ke dalam RNeasy spin column.
RNeasy spin column ditutup dengan lembut dan diempar pada kelajuan 10,000 x g
selama 15 saat untuk membersihkan membran spin column. Alrran terus dibuang.
Selepas itu, 500 pl RPE penimbal ditambah ke dalam RNeasy spin column. Penutup
spin column ditutup dengan lembut dan diempar pada kelajuan 10,000 x g selama 15
saat. Aliran terus dibuang. Selepas itu, 500 ul RPE penimbal ditambah sekali lagi ke
dalam RNeasy spin column. Penutup spin column ditutup dengan lembut dan diempar
pada kelajuan 10,000 x g selama dua minit untuk membersihkan membran spin
column. RNeasy spin column kemudian diletakkan pada 2 ml tiub penggumpul baru
yang dibekalkan di mana tiub penggumpul lama bersama dengan aliran terus dibuang.
Penutup spin column ditutup dengan lembut dan diempar pada kelajuan penuh selama
satu minit. RNeasy spin column kemudian diletakkan pada 1.5 ml tiub penggumpul
baru yang dibekalkan. 30 ul air bebas RNase ditambahkan terus ke dalam membran
spin column. Penutup spin column ditutup dengan lembut dan diempar pada kelajuan
10,000 x g selama satu minit untuk mengelusi RNA. Sampel RNA yang diekstrak

disimpan dalam -80 °C untuk simpanan lama.

3.5.1 Penentuan Kepekatan RNA

Kuantiti RNA ditentukan pada penyerapan Ajgnm dengan menggunakan NanoDrop
ND-1000 spectrophotometer (Thermo Scientific). Sebanyak 1.5 pl sampel dipipetkan
ke ruang bacaan pada Nanodrop ND-100 untuk mendapatkan kepekatan RNA.
Ketulenan RNA diukur berasakan kepada nisbah penyerapan Ajsonm dan Asgonm.
Nisbah Aj6onm/A2s0nm merujuk kepada kuantiti RNA yang diperolehi. RNA yang tulen
mempunyai nilai nisbah Ajgonm/Azsonm yang berjulat antara 1.8 hingga 2.2.
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3.5.2 Penentuan Integriti RNA

Kualiti dan integriti RNA ditentukan dengan menggunakan 2/00 Bioanalyzer
(Agilent Technologies, USA) dan kit RNA 6000 Nano (Agilent Technologies). Kit
RNA 6000 Nano boleh mengesan kuantiti RNA dari 5 ng hingga 5 pg. Nombor
Integriti RNA (RIN) yang bernilai lebih daripada 7.0 menunjakkan bahawa sampel
RNA yang diperolehi adalah berkualiti baik dan boleh digunakan untuk analisis

seterusnya.

Gel RNA disediakan dengan menambah 550 pl larutan gel matriks RNA 6000
Nano ke dalam pemutar turas yang dibekalkan dan diempar pada kelajuan 4,000 rpm
selama 10 minit. Kemudian, 65 pl gel matriks tersebut dipipetkan ke dalam 1.5 ml
tiub bebas RNase (Axygen, California, USA) dan dicampurkan dengan 1 pl perwarna
RNA 6000 Nano. Campuran tersebut diempar pada kelajuan 13,000 rpm selama 10
minit. 9 pl campuran tersebut dipipetkan ke telaga cip RNA Nano yang ditetapkan.
Gel tersebut ditolak ke dalam terusan mikro di dalam cip dengan menggunakan
picagari dan stesen cip yang disediakan bersama dengan kit ini. Kemudian 5 pl
larutan penimbal RNA 6000 Nano dipipet ke dalam satu telaga penanda dan 12 telaga
sampel. Sampel-sampel RNA didenaturasi pada suhu 70 °C selama 2 minit sebelum
analisis. Selepas didenaturasi, sampel RNA hendaklah disimpan dalam ais sehingga
guna. Sebanyak 1 ul sampel RNA yang telah didenaturasi dipipetkan ke dalam telaga
sampel masing-masing. 1 pl penanda RNA pula dipipetkan ke dalam telaga penanda
RNA. Cip tersebut divorteks pada kelajuan 2,400 rpm selama satu minit. Se lepas itu,
cip tersebut dimasukkan ke dalam alat 2700 Bioanalyzer. Program asai RNA Nano
eukariot dipilih dalam senarai program yang ada dan bacaan analisis RNA diperolehi
dalam masa 20 minit. Graf penanda yang memberi 7 puncak nyata dijadikan sebagai
kawalan kualiti. Nilai integriti RNA (RIN) diperolehi untuk menentukan keutuhan
sampel RNA.
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3.6 SINTESIS cDNA

cDNA disintesiskan daripada RNA dengan menggunakan verso cDNA Kit (Thermo
Scientific). Heksamer rawak dan primer oligo-dT dicampurkan dalam kadar 3:1
dalam tindak balas cDNA. Campuran dNTP dicairkan sebanyak 10 kali ganda kepada
kepekatan akhir 500 pM. Untuk menyediakan campuran tindak balas, 4 pl 5X
penimbal sintesis cDNA, 2 ul campuran dNTP, 1 ul primer RNA, 1 ul penggalak RT,
1 pl campuran enzim verso, 6 pl air and 5 pl templat RNA dicampurkan. Isipadu
akhir bagi jumlah tindak balas ialah 20 pl. Keadaan pengitaran bagi sintesis cDNA
ialah 42 °C selama 30 minit. Kepekatan dan ketulenan ¢cDNA ditentukan pada
penyerapan Ajsnm dengan menggunakan NanoDrop ND-1000 spectrophotometer
(Thermo Scientific).

3.7 TINDAK BALAS RANTAIAN POLIMERASE MASA NYATA (qPCR)

Pengekspresan gen-gen CDK4 (NM_000075), TOP2A (NM_001067), NMEI

(NM _198175), RAN (NM _006325), PCNA (NM_002592), CSEIL/CAS
(NM_001316), ENOI (NM_001428), GTF34 (NM _002097), POLRID

(NM_152705), TMEM97 (NM 014573), ZAK (NM 133646), CDC25B
(NM _021873), TPX2 (NM_012112), MYBL2 (NM_002466), CKS2 (NM_001827),

MCM7 (NM_005916), S100411 (NM_005620), RRM1 (NM_001033), ODCI

(NM_002539), DKCI (NM 001363) dalam kedua-dua sel yang ditransfeksi dengan
siRNA dan kawalan sel ditentukan dengan menggunakan qPCR. Thermo scientific
solaris human qPCR gene epression assays yang sepadan dengan gen-gen yang dikaji
telah dibeli daripada Thermo Scientific, Waltham, seperti yang disenaraikan: CDK4,
TOP24, NMEI, RAN, PCNA, CSEIL/CAS, ENOI, GTF34, POLRID,
TMEM97/MAC30, ZAK, CDC25B, TPX2, MYBL2, CKS2, MCM7, SI00A11, RRM1,
ODC1 dan DKC1. Solaris human qPCR gene expression bagi gen GAPDH digunakan
sebagai kawalan positif untuk menentukan pengekspresan gen GAPDH (NM_002046)
bagi penormalan input sampel dan analisis bagi pengekspresan relatif gen-gen yang
spesifik. Solaris human gPCR gene expression bagi gen ACTB pula digunakan
sebagai gen kawalan endogenus untuk penentuan pengekspresan gen. Kaedah
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AAC; pula diaplikasikan untuk menentukan aras transkrip relatif dalam unit
kuantifikasi relatif (Livak & Schmittgen 2001).

cDNA dicairkan sebanyak tiga kali ganda sehingga mendapat kepekatan akhir
50 ng/ul, dan 1 pl daripada cairan cDNA dijadikan sebagaisampe | input dalam tindak
balas qPCR. Thermo scientific solaris gPCR gene expression master mix (Thermo
Scientific) digunakan dalam langkah qPCR untuk jumlah 25 pl isipadu akhir tindak
balas. Semua tindak balas gPCR dijalankan mengikut protokol pembekal, iaitu satu
kitaran pada 95 °C selama 15 minit untuk mengaktifkan enzim, kemudian pada 95 °C
selama 15 saat diikuti dengan 60°C selama satu minit sebanyak 40 kitaran. Nilai Ct
yang didapati daripada mesin rotor-gene RG-6000 real-time thermal cycler (Corbett

Research, Sydney, Australia) digunakan untuk analisis selanjutnya untuk menentukan

pengekspresan gen relatif. Semua asai adalah dibuat dalam triplikat.

Jadual 3.2 Jujukan primer dan proba bagi gen-gen yang dikaji

Bil Simbol Nama gen Primer depan Primer Proba
gen berbalik
1 CDK4 Cyclin-dependent ~ TGCAACACC AGATTTTGC TGGAAA
kinase 4 TGTGGACAT CCAACTGG  CTCTGAA
GCCGAC
2 TOP24  Topoisomerase GCCCAATTA GTCATCATT GTCTTCT
(DNA) I alpha GCTGGATCA AGTGACATC TATCATC
170kDa GT TCACC ATGG
3 NMEI  Non-metastatic GCATACAA TGAGCACA  TTCACCC
cells 1 GTTGGCAGG GCTCGTGTA TGAGGA
AAC ATCTAC ACTGG
4  RAN RAs-related GAAGCTCAT ATACTGTGC GAAGTT
Nuclear protein3 TGGAGACCC TGCCAAAGC GTCATG
TAAC TG GACCC
5  PCNA  Proliferating cell GTGAACCTC CCAAGGTAT TACACTA
nuclear antigen ACCAGTATG CCGCGTTA AGGGCC
TC GAAGAT
6 CSEIL  CSEI chromosome GGCACAGTC CACCATTGA TACCGCC
segregation I-like ACTTCACAA TGGAACCCT TGTCCAG
(veast) GTTG TC GAA

Bersambung...
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7 ENOI

8 GIF34

9 POLRI
D

10 TMEM?9
7

11 ZAK

12 CDC25
B

13 TPX2

14  MYBL2

15 CKS2

16 MCM7

17 SI100A41

1

Enolase I (alpha)

General

transcription factor
1114

Polymerase (RNA)
I polypeptide D,
16kDa

Transmembrane
protein 97

Sterile alpha motif
and leucine zipper

containing kinase
AZK

Cell division cycle
25 homolog B (S.
pombe)

Microtubule-
associated,
homolog (Xenopus
laevis)

v-myb
Myeloblastosis
viral oncogene

homolog (avian)-
like 2

CDC28 protein
kinase regulatory
subunit 2

Minichromosome
maintenance

complex component
7

S100 calcium
binding protein Al l

TGCCTCCTG
CTCAAAGTC
AA

ATCCATCAG

TGCCAGCAT
AC

TCGCGCTAT
GGGACAGA

AGCCTGGTT
TAAGTCCTT
TCTG

CCACTGATG
TAGCCAAA
GGAAT

TCCTAGAGA
GTGACTTAA
AGGATG

ACTTCCACT
TCCGCACAG
AT

GCTTCTTGA
GCGAGTCCA
AA

GATGGCCCA
CAAGCAGA
T

GCTAGTAAG
GATGCCACC
TAT

TGCATCGAG
TCCCTGATT
G

CAGCTTGCA
CGCCTGAA

TGACATACA
TAGCCCTCG
TG

TGATCCTCT
TCCATCGCT
G

ACTTGCAGC
TTCCTTTGA
G

TGAGGTCTC
TGTGAATCA
CC

TTCCAAGGT
CTTGACCAG
TG

GGTACATCC
CTTAGTCA

GAGGGCCA
GTTGGTCAG

GGAAAGTTC
TCTGGGTAA
C

ATTCTCAGA
CGTGCCAGA
G

ACACCAGG
GTCCTTCTG
GTTCTTTG

38

GTGACC
GAGTCTC
TTCA

ACGACA
TGCCAA
GGCCC

ATCCAG
AAACCG
CCCCA

CAACGT
ATGCCTT
CCTC

ATGGAG
GCTCCTG
TCAAG

AGAGTC
TCATTAG
TGCCCC

CATCTCC
TGCCCG
AGTG

AAGGCC
AGGGAA
GTCTTC

ACGAGT
ACCGGC
ATGTTAT
G
CCTGCGC
CTTTCCA
CTGC

GAACTA
GCTGCCT
TCAC

Bersambung...
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18 RRMI

19 0DCI

20 DKCI

21 GAPDH

22 ACTB

Ribonucleotide
reductase M1

Ornithine
decarboxylase 1

Dyskeratosis
congenita 1,
dyskerin

Glyceraldehyde-3-

phosphate
dehydrogenase

Beta-actin

TTACCGAGC
GGGGCCTAT

ACGTTCAAT
GGCTTCCAG
AG

GGACTATAT
CAGGACAG
GTTTC

GCCTCAAGA
TCATCAGCA
ATG

TGGAGAAA
ATCTGGCAC
CAC

CAGGTCATC
AGGAATTTC
TGG

ATTGCTGCA
TGAGTTGCC
ACGCA

GAAGTATCC
GTCGAATCC
AG

CTTCCACGA
TACCAAAGT
TGTC

GGTCTCAAA
CATGATCTG
G
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TCTATTC
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ATGTGAT
GTCAGG
GCCTGC

TTCCCAT
GAGGTG
GTAGCC

GCCAAG
GTCATCC
ATGA

ACCGCG
AGAAGA
TGACC
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3.8 ASAI MIGRASI SEL

Asai migrasi sel dilakukan dengan menggunakan asai migrasi sel QCM chemotaxis
(Millipore). Sebelum asai, sel-sel subjek dieram dalam media McCoy’s 5A bebas
serum selama 18-24 jam. Sel-sel tersebut diperiksa di bawah mikroskop sebelum diuji.
Nombor sel relatif dan morfologi sel ditentu dan diperhatikan. Sel-sel dibasuh
sebanyak dua kali dengan menggunakan 1X PBS yang steril 5 ml 1X tripsin
ditambahkan dan dieramkan pada 37 °C selama 5-15 minit. Sel-sel dipipet dengan
lembut dan 10-20 ml media pelindapan ditambahkan untuk menyahaktifkan
tripsin/EDTA. Media pelindapan terdiri daripada media bebas serum yang
mengandungi 5% albumin serum bovin (BSA) (Sigma-Aldrich). Sel-sel tersebut
diemparkan pada kelajuan 1500 rpm selama 5 minit untuk mendapatkan pelet. Pelet
sel kemudian diambaikan semula (resuspend) dengan lembut dalam 1-5 ml media
pelindapan bergantung kepada saiz pelet yang terhasil. Sel-sel tersebut dikira dan
disediakan dengan kepekatan sebanyak 0.5—1.0 x 10° sel/ ml.

Asai migrasi sel dijalankan di dalam kabinet keselamatan biologikal. Untuk
memperolehi keputusan yang optimum, plat-plat dan reagen-reagen dibawa ke suhu
bilik (25 °C) sebelum asai. Forsep telah disterilkan dengan menggunakan 70% etanol
dan selitan-selitan asai dikendalikan dengan menggunakan forsep steril. Ampaian sel
disediakan dengan kepekatan sel kira-kira 0.5-1.0 x 10° sel-sel/ml dalam media bebas
serum. 300 pl ampaian sel ditambahkan ke dalam setiap selitan masing-masing.
Kemudian, 500 pl media lengkap dalam kehadiran 10 % FBS ditambahkan ke dalam
kebuk bawah plat. Plat tersebut ditutup dan dieram selama 24 jam pada 37 °C, 5%
CO,.

Selepas pengeraman, media pada atas selitan migrasi dibuang dengan berhati-
hati dengan mempipet keluar ampaian sel yang tinggal Selitan migrasi kemudian
diletakkan ke dalam telaga bersih yang mengandungi 400 pl perwarna sel. Selitan
tersebut dieram selama 20 minit pada suhu bilik. Selitan tersebut kemudian dicelup ke
dalam bikar air beberapa kali untuk dibilas. Sementara selitan tersebut masih lembap,

sebatang putik kapas digunakan secara berhati-hati untuk mengeluarkan lapisan sel
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bukan migrasi daripada bahagian dalaman selitan. Semua sel dalam perimeter
dalaman dipastikan telah dibuang dengan bersih kerana sel-sel yang tinggal dalam
bahagian dalam selitan boleh menyumbang kepada perwarnaan latar belakang.
Protokol ini diulangi dengan putik kapas kedua yang bersih. Selitan tersebut dibiarkan
kering dalam suhu bilik. Selitan yang diwarna dipindahkan ke telaga bersih yang
mengandungi 200 ul penimbal pengekstrakan dan dieram selama 15 minit pada suhu
bilik. Perwarna diekstrakkan daripada bahagian bawah selitan dengan ¢/t selitan ke
depan dan belakang secara lembut beberapa kali semasa pengeraman. Selitan tersebut
dikeluarkan daripada telaga. 100 pl campuran perwarna dipindahkan ke plat
mikrotiter 96 telaga yang sesuai dengan pengukuran kolorimetrik. Penyerapan diukur
dengan menggunakan Variouskan Flash microplate reader (Thermo Scientific) pada

saiz gelombang 560 nm.

3.9 ASAIINVASI SEL

Asai invasi sel dilakukan dengan menggunakan asai invasi sel QCM Collagen
(Millipore). Sebelum asai, sel-sel subjek dieram dalam media McCoy’s 5A bebas
serum selama 18-24 jam. Sel-sel tersebut diperiksa di bawah mikroskop sebelum diuji.
Nombor sel relatif dan morfologi sel ditentu dan diperhatikan. Sel-sel dibasuh
sebanyak dua kali dengan menggunakan 1X PBS yang steril. 5 ml 1X tripsin
ditambahkan dan dieramkan pada 37 °C selama 5 miit. Sel-sel dipipet dengan
lembut dan 10-20 ml media pelindapan ditambahkan untuk menyahaktifkan
tripsin/EDTA. Media pelindapan terdiri daripada media bebas serum yang
mengandungi 5% albumin serum bovin (BSA). Sel-sel tersebut diemparkan pada
kelajuan 1500 rpm selama 5 minit untuk mendapatkan pelet. Pelet sel tersebut
kemudian diambai semula dengan lembut dalam 1-5 ml media pelindapan bergantung
kepada saiz pelet yang terhasil. Sel-sel tersebut dikira dan disediakan dengan

kepekatan sebanyak 0.5-1.0 x 10° sel/ ml.

Asai invasi sel dijalankan di dalam kabinet keselamatan biologikal. Untuk
memperolehi keputusan yang optimum, plat-plat dan reagen-reagen dibawa ke suhu
bilik (25 °C) sebelum asai. Forsep telah disterilkan dengan menggunakan 70% etanol

dan selitan-selitan plat dikendalikan dengan menggunakan forsep steril. 300 pl media
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bebas serum ditambahkan ke dalam bahagian dalam selitan untuk menghidratkan
lapisan kolagen selama 15-30 minit pada suhu bilik. Selepas itu, 250 pl media
dikeluarkan dengan berhati-hati daripada selitan tanpa mengacau membran kolagen.
Ampaian sel disediakan dengan kepekatan sel kira-kira 0.5-1.0 x 10° sel/ml dalam
media bebas serum. 250 pl ampaian sel yang disediakan ditambahkan ke dalam setiap
selitan masing-masing. Kemudian, 500 pl media lengkap dalam kehadiran 10 % FBS
telah ditambahkan ke dalam kebuk bawah plat. Plat tersebut ditutup dan dieram
selama 48 jam pada 37 °C, 5 % CO,.

Selepas pengeraman, media pada atas selitan migrasi dibuang dengan berhati-
hati dengan mempipet keluar ampaian sel yang tinggal Selitan migrasi kemudian
diletakkan ke dalam telaga bersih yang mengandungi 400 pl perwarna sel. Selitan
tersebut dieram selama 20 minit pada suhu bilik. Selitan tersebut kemudian dicelup ke
dalam bikar air beberapa kali untuk dibilas. Sementara selitan tersebut masih lembap,
sebatang putik kapas digunakan secara berhati-hati untuk mengeluarkan lapisan sel
bukan migrasi daripada bahagian dalaman selitan. Semua sel dalam perimeter
dalaman dipastikan telah dibuang dengan bersih kerana sel-sel yang tinggal dalam
bahagian dalam selitan boleh menyumbang kepada perwarnaan latar belakang.
Protokol ini diulangi dengan putik kapas kedua yang bersih. Selitan tersebut dibiarkan
kering dalam suhu bilik. Selitan yang diwarna dipindahkan ke telaga bersih yang
mengandungi 200 pl penimbal pengekstrakan dan dieram selama 15 minit pada suhu
bilik. Perwarna diekstrakkan daripada bahagian bawah selitan dengan #ilt selitan ke
depan dan belakang secara lembut beberapa kali semasa pengeraman. Selitan tersebut
dikeluarkan daripada telaga. 100 pl campuran perwarna dipindahkan ke plat
mikrotiter 96 telaga yang sesuai dengan pengukuran kolorimetrik. Penyerapan diukur
dengan menggunakan Variouskan Flash microplate reader (Thermo Scientific) pada

saiz gelombang 560 nm.
3.10 ASAI APOPTOSIS SEL
Asai apoptosis sel dibuat dengan menggunakan kit asai aktiviti kolorimetrik Caspase-

3 (Millipore). Sebanyak 0.5-2 X 10° sel atau pelet dikira. Sel-sel kemudian
diampaikan dalam 50-500 ul 1X penimbal lisis sel. Sel-sel tersebut dieram dalam ais
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selama 10 minit. Sampel-sampel sel diempar selama 5 minit pada kelajuan 10,000 x g.
Aliran terus dipindah ke tiub baru dan diletakkan dalam ais. Campuran asai
disediakan dalam plat 96-telaga seperti yang ditunjukkan dalam jadual bawah.
Sampel dieramkan selama satu jam pada suhu 37 °C. Sampel-sampel dibaca dengan
menggunakan Variouskan Flash microplate reader (Thermo Scientific) pada saiz

gelombang pada penyerapan 405 nm.

Jadual 3.3 Campuran sampel untuk asai aktiviti Caspase 3

Sampel Campuran asai Subs trat Jumlah
Caspase-3 isipadu
5X Sampel DH,0
Penimbal  Caspase-3
asai
Pengosong 20u Ol 80ul Oul 100ul
penimbal
Pengosong 20ul Oul 70ul 10wl 100ul
substrat
Sampel asai 20u Xu 70-X 10w 100l

3.11 RAWATAN 5-FU

Rawatan 5-FU (Sigma-Aldrich) dijalankan ke atas sel-sel selepas 48 jam tempoh
transfeksi. 5-FU dilarutkan dalam 100% dimetilsulfoksida (DMSO) (Sigma-Aldrich)
dan kemudian dicairkan dengan menggunakan media untuk kajian eksperimen yang
selanjutnya. Kawalan sel ialah sel yang dieram dengan DMSO sahaja. Kepekatan
akhir DM SO dalam media adalah 0.2%. Dos 5-FU yang dikaji bermula dengan 0 pM
sehingga 200 uM selama 24, 48 dan 72 jam. Nilai perencatan kepekatan separa (ICsg)
bagi sel-sel ditentukan dengan menggunakan asai viabiliti sel. Dos 5-FU yang
digunakan dalam kombinasi rawatan 5-FU bersama siRNA dalam asai fungsi yang

selanjutnya adalah 1/10 daripada 1Csg sel-sel tersebut (Whitehurst et al. 2007).



3.12 ANALISIS KITARAN SELL

Analisis kitaran sel dilakukan dengan menggunakan kit CycleTEST PLUS reagen
DNA (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, San Jose, CA). Ampaian sel
disimpan ke dalam tiub 17 x 100-mm dan diemparkan selama 5 minit pada 300 x g
pada suhu bilik. Supernatan dibuang dan 1 ml larutan penimbal ditambah ke dalam
pelet dan dicampur dengan sekata. Sampel diemparkan selama 5 minit pada kelajuan
300 x g pada suhu bilik. Supernatan dibuang dan 1 ml larutan penimbal ditambah ke
dalam pelet dan dicampur dengan sekata. Sampel tersebut kemudian diemparkan
selama 5 minit pada kelajuan 300 x g pada suhu bilik. Supernatan dibuang dan 1 ml
larutan penimbal ditambah ke dalam pelet dan dicampur dengan sekata. Sampel
tersebut kemudian diemparkan selama 5 minit pada kelajuan 300 x g pada suhu bilik.

Sampel sel tersebut adalah siap untuk langkah perwarnaan.

Sebanyak 5.0 x 10° sel diperlukan dalam langkah perwarnaan untuk analisis
ploidi DNA. Supernatan dibuang dan 250 pl larutan A (penimbal tripsin)
ditambahkan ke dalam setiap tiub dan dicampurkan dengan sekata tanpa vorteks.
Larutan A dibenarkan untuk bertindak balas dengan sampel selama 10 minit pada
suhu bilik. Selepas itu, larutan B (perencat tripsin dan penimbal RNase) ditambahkan
ke dalam larutan sel dan dicampurkan dengan sekata tanpa vorteks. Sampel tersebut
dibiarkan bertindak balas dengan larutan B selama 10 minit pada suhu bilik.
Kemudian, 200 pl larutan C (larutan pewarna propidium iodida) yang sejuk
ditambahkan ke dalam setiap tiub. Sampel sel dicampur dengan dengan sekata dan
dieram selama 10 minit dalam ais dan gelap. Sampel sel dituras menerusi 35-pum
penutup tapisan sel ke dalam tiub 12 x 75-mm. Sampel tersebut dianalisis dengan
menggunakan mesin sitometri alran BD FACSAria™ II yang dikendalikan oleh
pekerja UMBI iaitu puan Sheda (BD Bioscience, Oxford, UK). Butiran kitaran sel
dianalisis dengan menggunakan perisian Modfit LT (version 4.0, Verity Software

House).



45

3.13 PENGEKSTRAKAN PROTEIN

Sebanyak 1.0 x 10’ sel ditransfeksi dengan menggunakan siRNA dalam plat 6-telaga.
Selepas 72 jam, media kultur sel dikeluarkan. Sel-sel dibilas dengan 1X PBS sejuk
sebanyak dua kali. Penimbal RIPA sejuk yang mengandungi 25 mM Tris-HCI (pH
7.6), 150 mM NacCl, 1% NP-40, 1% natrium deoksikolat, 0.1% natrium dodesil sulfat
dan koktail perencat protease lengkap (Thermo Scientific) kemudian ditambahkan
kepada sel-sel dan dieram dalam ais selama 5 minit. Kemudian, lisat sel dikumpul
dengan menggunakan pengikis sel dan dipindah ke tiub baru. Sampel protein diempar
selama 15 minit dengan kelajuan 14,000 x g. Supernatan dipindah ke tiub baru dalam
disimpan dalam -20 °C. Kepekatan protein ditentukan dengan menggunakan dengan
menggunakan Variouskan Flash microplate reader (Thermo Scientific) pada saiz

gelombang asai Bradford (Sigma-Aldrich).

3.14 BLOT WESTERN

Sampel yang mengandungi 30 pg protein dicampur dengan penimbal (kepekatan
akhir: 62.5 mM Tris, pH 6.8, 10 % gliserol, 2 % natrium dodesil sulfat (SDS), 0.01%
bromofenol biru, 2.5% B-merkaptoetanol). Campuran sampel dieramkan pada 96 °C
selama 5 minit. Elektroforesis kemudian dilakukan pada 12% gel natrium dodesil
sulfat-poliakrilamida (SDS-PAGE) selama 90 minit pada voltan 150 dalam 1X
penimbal elektroforesis (25 mM Tris, 250 mM glisina dan 0.1% SDS). Pindahan
protein ke membran dijalankan dengan menggunakan kaedah semi-kering. Membran
hidrofobik polivinildina fluorida (PVDF) 0.45 um (Life Science BioTrace, Mexico)
digunakan. Selepas elektroforesis, kertas filter dan gel direndam dalam 1X penimbal
pindah (kepekatan akhir: 25 mM Tris, 192 mM glisina, 20% metanol). Membran
PVDF direndam dalam metanol selama 10 saat, diikuti dengan air suling selama 5
minit dan 1X penimbal pindah selama 10 minit. Gel tersebut kemudian dipindah ke
membran PVDF selama 40 minit pada voltan 15. Blot tersebut kemudian dieram
dalam larutan sekat, iaitu 5% BSA dalam 1X penimbal salina Tris (TBS), selama satu
jam dalam suhu bilik. Membran kemudian dicuci selama 5 minit sebanyak tiga kali

dalam 1X TBS yang mengandungi 0.05% Tween-20 (TBST). Membran kemudian
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dieram dalam antibodi primer arnab semalaman pada 4 °C: anti-MAC30
(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) dengan pencairan 1:100 dalam
5% BSA, anti-DKCI1 (pencairan 1:100; Santa Cruz Biotechnology), anti-ZAK
(pencairan  1:100; Santa Cruz Biotechnology), anti-NMEI1 (pencairan 1:100;
Santa Cruz Biotechnology) dan anti-CKS2 (pencairan 1 : 200; Sigma-Aldrich).

Pada hari yang berikutnya, membran tersebut dicuci dengan menggunakan 1X
TBST selama 5 minit sebanyak tiga kali. Selepas pencucian, membran tersebut
dieram  dengan antibodi  sekunder tikus terhadap antibodi  primer
(Santa Cruz Biotechnology) dengan pencairan 1:5000 dalam 5% BSA selama satu
jam pada suhu bilik dengan pengocakan lembut. Membran tersebut dicuci dengan
menggunakan 1X TBST selama 5 minit sebanyak tiga kali dan dieram dengan
substrat chemiluminescent (Pierce/Thermo Fisher Scientific Rockford, IL) yang
mengandungi 1X reagen LumiGLO dan 1X Peroksida (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA) dalam sir suling selama satu minit. Membran tersebut dialihkan ke
kaset dan dibina dengan menggunakan filem kodak bioMax light (Carestream Health,
Woodbridge, CT).

3.15 ANALISIS STATISTIK

Semua eksperimen dijalankan dalam duplikasi atau triplikasi. Two-tailed Student’s t

test digunakan untuk analisis statistik. Nilai P < 0.05 dianggap sebagai nilai
signifikan.

3.15.1 PENGEKSPRESAN GEN RELATIF

Kaedah AACt digunakan untuk mengira pengekspresan gen relatif daripada nilai
ambang kitaran (Ct). Gen beta-aktin digunakan sebagai gen rujukan endogenus. Cara-
cara kiraan pengekspresan gen relatif dengan menggunakan kaedah AACt ditunjukkan
seperti dalam jadual bawah. Sebagai contoh, pengekspresan sasaran GAPDH selepas
trasnfeksi sIRNA dinormalkan kepada pengekspresan gen rujukan endogenus untuk
menentukan ACt (Langkah 1, Jadual 4.1). Langkah ini bertujuan untuk membetulkan
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variasi seperti potensi perbezaan dalam bilangan sel. Selepas itu, ACt bagi setiap
sampel ditransformasikan kepada pengekspresan ACt (Langkah 2) dan diikuti dengan
pengiraan purata dan sisihan piawai (Langkah 3). Purata tersebut kemudian
dinormalkan kepada kawalan untuk menentukan pengekspresan AACt (Langkah 4).
Jadual berikut menunjukkan cara pengiraan data-data bagi pengekspresan gen
GAPDH, siRNA bebas RISC, transfeksi mock dan kawalan selepas transfeksi siRNA
dalam sel HT-29.

Jadual 4.1 Langkah pengiraan pengekspresan gen relatif daripada nilai ambang
kitaran (Ct) dengan menggunakan kaedah AACt.

Langkah Langkah Langkah Langkah Langka
1 2 3 4 hS5S

Pengeksp Purata Sisihan Pengekspre %
Ct Ct ACt resan ACt piawai san Transfe
ACTB  GAPDH ACt ACt AACt ksi

Purata Sisihan Pernormala  (1-
(Ctgaprpu replika piawai nkepada AACt)*1
- ACTB) oAt si  replikasi kawalan 00

GAPDH 27 3297 5097 0.016  0.018 0.003 0.020 0.003 98

27.1 327 5.60 0.021
27.03 3295 592 0.017

siRNA 2681 27.02 021 0.865 0.892 0.064 1.021 0.074

Bebas 2691 2696  0.05 0.966
RISC 26.62 26.86 0.24 0.847

Transfek
si 27.06 27.39 0.33 0.796 0.808 0.063 0.924 0.072

mock 2691 2732 041 0.753
26.74 2693  0.19 0.877

Kawalan 27.12 2721  0.09 0940 0.874 0.195 1.000 0.223
2734 273  -0.04 1.028
27.16 27.77  0.61 0.655




BAB IV

HASIL KAJIAN

4.1 PENGEKSPRESAN GEN

4.1.1 Pengekspresan Gen Kawalan Pada Titisan Sel HT-29 Selepas Trans feksi
siRNA

Pengekspresan gen kawalan pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA dikaji.
Titisan sel yang ditransfeksi dengan kawalan negatif, siRNA bebas-RISC,
menghasilkan pengekspresan gen relatif sebanyak 1.02 + 0.07 manakala sel yang
ditransfeksi dengan reagen transfeksi sahaja (transfeksi mock) menunjukkan
pengekspresan gen relatif sebanyak 0.92 + 0.07. Sel yang ditransfeksi dengan kawalan
positif, GAPDH siRNA, menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang signifikan
dengan nilai sebanyak 0.02 £ 0.003 (P <0.05).
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0.4

Pengekspresan Gen Relatif

0.2

*

Rajah 4.1

GAPDH siRNA hebas-RISC Mock Non-transfected

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen kawalan
positif (GAPDH), kawalan negatif (siRNA bebas-RISC), transfeksi
mock dan non-transfected pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi
siRNA dengan beta-aktin (AC7B) sebagai gen rujukan endogenus (*P
<0.05).
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4.1.2 Pengekspresan 20 Gen Pada Titisan Sel HT-29 Selepas Transfeksi siRNA

Daripada 20 gen yang dikaji, hanya lapan gen iaitu NMEI, CKS2, ZAK, TMEM97,
DKCI1, TPX2, RRMI, dan ENOI menunjukkan pengurangan aras mRNA lebih
daripada 70 % berbanding kawalan ‘non-transfected’ dalam tempoh 48 jam selepas
transfeksi siRNA yang spesifik pada titisan sel HT-29. Gen NME! menunjukkan

penurunan pengekspresan gen secara signifikan berbanding kawalan dengan nilai

sebanyak 0.02 £ 0.005 (P <0.05).

Pengekspresan Gen Relatif
=]
[=3%

0.4
0.2
* *
0 1 s
GAPDH NMF1 Kawalan

Rajah 4.2 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen NME! pada
sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap sebagai
kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen rujukan
endogenus (*P < 0.05).

Gen CKS2 menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang signifikan
dengan nilai sebanyak 0.05 £+ 0.02 berbanding kawalan dalam tempoh 48 jam selepas
transfeksi siRNA pada titisan sel HT-29 seperti yang ditunjukkan dalam Rajah 4.3.
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GAPDH (K82 Kawalan

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen CKS2 pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Gen ZAK juga menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang signifikan,
dengan nilai 0.07 = 0.06 selepas transfeksi siRNA (Rajah 4.4) dan nilai
pengekspresan gen relatif bagi gen TMEM97 ialah 0.11 + 0.05 selepas transfeksi
siRNA pada titisan sel HT-29 (Rajah 4.5).

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

Rajah 4.4

*

GAPDH 7.AK Kawalan

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen ZAK pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) dianggap
sebagai gen rujukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

GAPDH TMEM97 Kawalan

Rajah 4.5 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen TMEM97
pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (4ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Merujuk kepada Rajah 4.6 dan Rajah 4.7, gen DKCI dan TPX2 masing-
masing menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang signifikan dengan nilai 0.11
+ 0.03 dan 0.16 + 0.04 berbanding kawalan sel dalam tempoh 48 jam selepas
transfeksi sSiRNA yang spesifik.

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)

GAPDH DKC1 Kawalan

Rajah 4.6 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen DKCI pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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Rajah 4.7

GAPDH TPX2 Kawalan

Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen TPX2 pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (4ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Gen-gen RRM1 dan ENOI menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang

signifikan dengan nilai masing-masing 0.18 = 0.03 dan 0.18 £ 0.07 berbanding

kawalan dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA seperti yang ditunjukkan
dalam Rajah 4.8 dan Rajah 4.9.

Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH RRMI1 Kawalan

Rajah 4.8 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen RRM 1 pada

sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap sebagai
kawalan positif manakala gen beta-aktin (AC7B) sebagai gen rujukan
endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif
<
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GAPDH FENO1 Kawalan

Rajah 4.9 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen ENOI pada
sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap sebagai
kawalan positif manakala gen beta-aktin (AC7TB) sebagai gen rujukan
endogenus (*P < 0.05).

Tiada penurunan pengekspresan gen yang signifikan bagi gen POLRID dan
MCM?7 selepas transfeksi siRNA pada titisan sel HT-29 dengan nilai 0.38 + 0.07 bagi
gen POLRID dan 0.4 £+ 0.03 bagi gen MCM7 (Rajah 4.10 dan Rajah 4.11).

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

*

0 - —
GAPDH POIRID Kawalan

Rajah 4.10 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen POLRID
pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif

*

GAPDH MOM7T Kawalan

Rajah 4.11 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen MCM7 pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
ruyjukan endogenus (*P < 0.05).

Pengekspresan gen relatif bagi gen CDC25B pada titisan sel HT-29 dalam
tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA ialah 0.46 + 0.10 (Rajah 4.12).

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

GAPDH CDC258B Kawalan

Rajah 4.12 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen CDC25B
pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (4CTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Merujuk kepada Rajah 4.13, penyenyapan gen PCNA pada titisan sel HT-29
tidak menunjukkan penurunan pengekspresan gen signifikan dengan pengekspresan

gen relatif sebanyak 0.54 = 0.02 dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA.
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Pengekspresan Gen Relatif
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GAPDH PCNA Kawalan

Rajah 4.13 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen PCNA pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Penyenyapan gen RAN menunjukkan pengekspresan gen relatif sebanyak
0.56 £ 0.06 (Rajah 4.14) manakala penyenyapan GT7F34 adalah sebanyak 0.56 + 0.07
(Rajah 4.15) dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA pada titisan sel HT-29.

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

GAPDH RAN Kawalan

Rajah 4.14 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen RAN pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
ruyjukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif
<
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GAPDH GTF3A Kawalan

Rajah 4.15 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen GTF3A4 pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Pengekspresan gen relatif pada titisan sel HT-29 bagi gen ODC1 adalah 0.62
+ 0.06 dan bagi gen CSEIL adalah 0.62 + 0.2 dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi
siRNA spesifik (Rajah 4.16 dan Rajah 4.17).

Penekspresan Gen Relatif

GAPDH onci Kawalan

Rajah 4.16 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen ODCI pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH CSE1T. Kawalan

Rajah 4.17 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen CSE/L pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Tiada penurunan pengekspresan gen yang signifikan bagi gen CDK4 dan
MYBL?2 selepas transfeksi sIRNA pada titisan sel HT-29 dengan nilai 0.68 = 0.02 bagi
gen CDK4 dan 0.94 + 0.17 bagi gen MYBL2 (Rajah 4.18 dan Rajah 4.19).

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

GAPDH CDhK4 Kawalan

Rajah 4.18 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen CDK4 pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
ruyjukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif
<
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*

GAPDH MYBI.2 Kawalan

Rajah 4.19 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen MYBL2 pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Penyenyapan gen TOP2A pada titisan sel HT-29 dalam tempoh 48 jam
selepas transfeksi siRNA spesifik pula menunjukkan nilai pengekspresan gen relatif
sebanyak 0.95 + 0.02 (Rajah 4.20) manakala penyenyapan gen S/00A411 adalah
sebanyak 1.31 + 0.08 (Rajah 4.21).

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

GAPDH TOP2ZA Kawalan

Rajah 4.20 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen TOP2A pada
titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
ruyjukan endogenus (*P < 0.05).
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GAPDH S100A11 Kawalan

Rajah 4.21 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen S100A411
pada titisan sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

4.1.3 Pengekspresan Gen Kawalan Pada Titisan Sel HCT116 Selepas
Transfeksi siRNA

Pengekspresan gen kawalan pada titisan sel HCT 116 selepas transfeksi siRNA dikaji.
Titisan sel HCT116 yang ditransfeksi dengan kawalan negatif, sSiRNA bebas-RISC,
menunjukkan pengekspresan gen relatif sebanyak 1.06 + 0.13 manakala sel yang
ditransfeksi dengan reagen transfeksi sahaja, mock, menunjukkan pengekspresan gen
relatif sebanyak 0.99 + 0.13. Kawalan positif, iaitu titisan sel HCT116 yang
ditransfeksi dengan GAPDH siRNA menunjukkan penurunan pengekspresan gen
sebanyak 0.16 £ 0.02 (P <0.05).
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Rajah 4.22 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi kawalan positif
(gen GAPDH), kawalan negatif (siRNA bebas-RISC), transfeksi mock
dan non-transfected pada titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA
dengan beta-aktin (4CTB) sebagai gen rujukan endogenus (*P < 0.05).

4.1.4 Pengekspresan 20 Gen Pada Titisan Sel HCT116 Selepas Transfeksi
siRNA

Daripada 20 gen yang dikaji, hanya lapan gen iaitu CKS2, TMEM97, NMEI, DKCI,
PCNA, ODCI, ZAK dan GTF34 menunjukkan pengurangan aras mRNA lebih
daripada 70 % dengan signifikan berbanding kawalan non-transfected dalam tempoh
48 jam selepas transfeksi siRNA. Gen CKS2 menunjukkan pengekspresan gen relatif
sebanyak 0.13 £+ 0.01 berbanding kawalan dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi
siRNA (Rajah 4.23).
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Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH (K82 Kawalan

Rajah 4.23 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen CKS2 pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Merujuk kepada Rajah 4.24, transfeksi siRNA bagi gen TMEM97 menurun
pengekspresan gen secara signifikan dengan nilai 0.15 £ 0.02 berbanding kawalan
pada titisan sel HCT116.

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

GAPDH TMEM97 Kawalan

Rajah 4.24 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen TMEM97
pada titisan sel HCT 116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Gen NMEI menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang signifikan
dengan nilai sebanyak 0.17 £ 0.02 (Rajah 4.25) dan gen DKC!/ menunjukkan
penurunan pengekspresan yang signifikan sebanyak 0.23 = 0.02 (Rajah 4.26) dalam
tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA yang spesifik pada titisan sel HCT116. Gen
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PCNA pula menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang signifikan dengan nilai
0.236 + 0.016 dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA yang spesifik (Rajah
4.27).

Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH NMFE1 Kawalan

Rajah 4.25 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen NMEI pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH DKC1 Kawalan

Rajah 4.26 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen DKCI pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
ruyjukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH PCNA Kawalan

Rajah 4.27 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen PCNA pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Merujuk kepada Rajah 4.28 dan Rajah 4.29, gen ODCI menunjukkan
penurunan pengekspresan gen yang signifikan dengan nilai 0.24 + 0.05 manakala
ZAK menunjukkan penurunan pengekspresan yang signifikan sebanyak 0.25 + 0.06
pada titisan sel HCT116 dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA.

Pengekspresan Gen Relatif
<
(=)}

GAPDH onci Kawalan

Rajah 4.28 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen ODCI pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (4ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH 7.AK Kawalan

Rajah 4.29 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen ZAK pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
ruyjukan endogenus (*P < 0.05).

Penyenyapan gen GT7F34 menurun pengekspresan gen secara signifikan
dengan nilai 0.27 &+ 0.03 pada titisan sel HCT116 berbanding kawalan dalam tempoh
48 jam selepas transfeksi sIRNA (Rajah 4.30).

14

Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH GTF3A Kawalan

Rajah 4.30 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen GTF3A4 pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Pengekspresan gen relatif bagi gen RAN adalah tidak signifikan dengan nilai
0.59 £ 0.07 berbanding kawalan dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA pada
titisan sel HCT116 ( Rajah 4.31).
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Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH RAN Kawalan

Rajah 4.31 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen RAN pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Pengekspresan gen relatif adalah tidak signifikan bagi gen POLRID, dengan
nilai 0.58 £+ 0.04 (Rajah 4.32), dan nilai 0.66 + 0.03 (Rajah 4.33) bagi gen CSEIL,

berbanding kawalan dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA pada titisan sel
HCT116.

Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH POIRID Kawalan

Rajah 4.32 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen POLRID
pada titisan sel HCT 116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif
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GAPDH CSE1T. Kawalan

Rajah 4.33 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen CSE/L pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Rajah 4.34 dan Rajah 4.35 pula menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi
gen TPX2 dan ENOI: iaitu 0.67 = 0.11 dan 0.74 + 0.06, berbanding kawalan dalam
tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA pada titisan sel HCT116.

Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH TPX2 Kawalan

Rajah 4.34 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen 7PX2 pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (AC7TB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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Pengekspresan Gen Relatif
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GAPDH FENO1 Kawalan

Rajah 4.35 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen ENOI pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (4ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Gen TOP2A4 menunjukkan pengekspresan gen relatif yang tidak signifikan
dengan nilai 0.75 = 0.13 (Rajah 4.36) manakala gen RRMI menunjukkan nilai
sebanyak 0.80 £+ 0.17 (Rajah 4.37). Gen CDC25B juga menunjukkan pengekspresan
gen relatif yang tidak signifikan dengan nilai 0.78 £+ 0.02 (Rajah 4.38) berbanding
dengan kawalan dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA pada titisan sel
HCTL116.

Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH TOP2ZA Kawalan

Rajah 4.36 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen TOP2A4 pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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GAPDH RRMI1 Kawalan

Pengekspresan Gen Relatif

Rajah 4.37 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen RRM 1 pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (4ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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GAPDH CDC258B Kawalan

Rajah 4.38 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen CDC25B
pada titisan sel HCT 116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Pengekspresan gen relatif bagi gen MYBL2 ialah 0.85 + 0.14 (Rajah 4.39)
manakala gen S/00A411 pula menunjukkan pengekspresan gen relatif sebanyak 0.90 +
0.07 (Rajah 4.40) berbanding kawalan dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi
siRNA pada titisan sel HCT116.
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Pengekspresan Gen Relatif
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GAPDH MYRBI.2 Kawalan

Rajah 4.39 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen MYBL2 pada
titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Pengekspresan Gen Relatif

GAPDH S100A11 Kawalan

Rajah 4.40 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen S700411
pada titisan sel HCT 116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

Selain itu, transfeksi siRNA bagi gen CDK4 menunjukkan nilai
pengekspresan gen sebanyak 0.91 = 0.04 (Rajah 4.41) dan bagi gen MCM7 adalah
sebanyak 1.07 = 0.17 (Rajah 4.42) berbanding kawalan pada titisan sel HCT116.
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GAPDH CDhK4 Kawalan

Rajah 4.41 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen CDK4 pada

Pengekspresan Gen Relatif

titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (ACTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).

GAPDH MOM7T Kawalan

Rajah 4.42 Histogram menunjukkan pengekspresan gen relatif bagi gen MCM7 pada

titisan sel HCT116 selepas transfeksi siRNA. Gen GAPDH dianggap
sebagai kawalan positif manakala gen beta-aktin (4CTB) sebagai gen
rujukan endogenus (*P < 0.05).
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4.2 ASAI VIABILITI SEL

4.2.1 Viabiliti Titisan Sel HT-29 Selepas Transfeksi siRNA

Merujuk kepada Rajah 4.43, daripada 20 gen yang dikaji, sebanyak empat gen iaitu
TMEMY97, DKCI, NMEI dan ZAK yang dapat mengurangkan viabiliti titisan sel HT-
29 secara signifikan berbanding kawalan (non-transfected) berikutan transfeksi
siRNA. Penyenyapan gen TMEM97 menghasilkan nilai viabiliti sebanyak 63.6 +
4.9% manakala penyenyapan gen DKC/ pula menunjukkan viabiliti sel sebanyak
65.2 £ 11.6% dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA. Titisan sel HT-29 yang
ditransfeksi dengan siRNA NMEI menunjukkan peratusan viabiliti sel sebanyak 65.6
+ 9.0% manakala sel yang ditransfeksi dengan siRNA ZAK menunjukkan viabiliti sel
sebanyak 75.8 + 4.3%. Penyenyapan gen lain tidak menurunkan viabiliti titisan sel

HT-29 secara signifikan dengan menghasilkan peratusan viabiliti sel melebihi 80 %

dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi sSiRNA (Rajah 4.43).
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Rajah 4.43 Histogram menunjukkan peratusan viabiliti titisan sel HT-29 bagi
penyenyapan 20 gen yang terpilih. Peratusan viabiliti titisan sel HT-29
dikaji dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA. Data yang
ditunjukkan adalah purata bagi peratusan viabiliti sel + sisthan piawai
bagi tiga eksperimen yang berbeza (*P < 0.05).
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4.2.2 Viabiliti Titisan Sel HCT116 Selepas Transfeksi siRNA

Bagi titisan sel HCT116, daripada 20 gen yang dikaji, didapati lima gen iaitu DKCI,
CKS2, ZAK, TMEM97 dan NMEI mengalami pengurangan peratusan viabiliti sel
secara signifikan berikutan transfeksi siRNA spesifik terhadap gen tersebut (Rajah
4.44). Penyenyapan gen DKCI pada titisan HCT116 menunjukkan viabiliti sel
sebanyak 62.1 + 8.6% manakala penyenyapan gen CKS2 menunjukkan viabiliti sel
sebanyak 63.3 + 1.0% dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA. Penyenyapan
gen ZAK juga menurunkan viabiliti sel HCTI116 secara signifikan dengan
menunjukkan nilai sebanyak 64.2 + 6.9% manakala penyenyapan gen TMEM97
menunjukkan nilai sebanyak 64.7 + 6.9%. Penyenyapan gen NMEI! pula
menunjukkan viabiliti sel HCT116 sebanyak 72.6 £ 7.7% dalam tempoh 48 jam
selepas transfeksi siRNA. Penyenyapan gen-gen lain tidak menurunkan viabiliti

titisan sel HCT116 secara signifikan seperti yang ditunjukkan pada Rajah 4.44.
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Rajah 4.44 Histogram menunjukkan peratusan viabiliti titisan sel HCT116 bagi
penyenyapan 20 gen yang terpilih. Peratusan viabiliti titisan sel HCT116
dikaji dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA. Data yang
ditunjukkan adalah purata bagi peratusan viabiliti sel + sisihan piawai
bagi tiga eksperimen yang berbeza (*P < 0.05).

4.2.3 Viabiliti Titisan Sel HT-29 Selepas Pentitratan 5-FU

Viabiliti titisan sel HT-29 masih tinggi dalam tempoh 24 jam selepas rawatan 5-FU,
dengan nilai peratusan sebanyak 100 = 10.2% (0 uM), 122.6 £ 11.6% (6.25 uM),
129.3 £ 8.1% (12.5 uM), 127.3 £ 9.6% (25 uM), 116.0 = 9.2 % (50 M), 105.5 +
8.0% (100 uM) dan 79.2 £ 7.7% (200 uM). Viabiliti titisan sel HT-29 dalam tempoh
48 jam selepas rawatan 5-FU ialah 100 £ 7.9% (0 uM), 109.7 £ 17.8% (6.25 uM),
103.5 £ 14.1% (12.5 uM), 94.3 + 9.7% (25 uM), 96.1 £+ 12.6% (50 uM), 92.5 £ 8.9%
(100 M) dan 72.8 £ 12.0% (200 uM).

ICs bagi titisan sel HT-29 tidak dapat diperolehi bagi tempoh 24 jam dan 48
jam selepas rawatan 5-FU. Dalam tempoh 72 jam selepas rawatan 5-FU, titisan sel
HT-29 menunjukkan viabiliti sel sebanyak 100 = 7.2% (0 uM), 83.2 + 9.6% (6.25
uM), 74.5 £ 9.3 % (12.5 uM), 66.9 = 7.6% (25 uM), 64.8 = 7.4% (50 uM), 63.7 +
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7.5% (100 uM) dan 50.5 £+ 5.7% (200 uM). ICsg bagi titisan sel HT-29 dalam tempoh
72 jam selepas rawatan 5-FU adalah kira-kira 200 uM (Rajah 4.45).
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Rajah 4.45 Graf menunjukkan peratusan viabiliti titisan sel HT-29 selepas 24 jam,
48 jam dan 72 jam rawatan 5-FU. Anak panah bertitik menunjukkan
ICsp pada titisan sel HT-29 selepas rawatan 5-FU. Data yang
ditunjukkan adalah purata peratusan viabiliti sel £ sisihan piawai bagi
tiga eksperimen berbeza.

4.2.4 Viabiliti Titisan Sel HCT116 Selepas Pentitratan 5S-FU

Bagi titisan sel HCT116, viabiliti sel dalam tempoh 24 jam selepas rawatan 5-FU
ialah 100 + 5.3% (0 uM), 80.9 £ 7.2% (6.25 uM), 68.1 = 3.1% (12.5 uM), 62.7 +
3.9% (25 uM), 66.3 + 4.3% (50 uM), 63.7 = 4.5% (100 uM) dan 52.1 £ 5.7% (200
uM). Dalam tempoh 48 jam selepas rawatan 5-FU, titisan sel HCT116 menunjukkan
viabiliti sebanyak 100 + 6.3% (0 pM), 97.3 £+ 9.1% (6.25 uM), 73.4 + 5.0% (12.5
uM), 61.9 = 5.5% (25 uM), 57.2 £ 4.3% (50 uM), 53.5 + 4.9% (100 uM) dan 43.1 +
4.9% (200 uM). ICsg bagi titisan sel HCT116 dalam tempoh 48 jam selepas rawatan
5-FU adalah kira-kira 100 pM (Rajah 4.46).
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Peratusan viabiliti titisan sel HCT116 dalam tempoh 72 jam selepas rawatan
5-FU ialah 100 + 5.1% (0 puM), 92.4 + 8.0% (6.25 M), 69.1 +£4.2% (12.5 uM), 46.8
+3.6 % (25 uM), 39.4 = 3.2% (50 uM), 30.0 = 1.9% (100 uM) dan 12.4 £+ 1.7% (200
puM). 1Csp bagi sel HCT116 dalam tempoh 72 jam selepas rawatan 5-FU adalah kira-
kira 20 uM (Rajah 4.46).
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Rajah 4.46 Graf menunjukkan peratusan viabiliti titisan sel HCT116 selepas 24 jam,
48 jam dan 72 jam rawatan 5-FU. Anak panah bertitik menunjukkan
ICso pada titisan sel HCTI16 selepas rawatan 5-FU. Data yang
ditunjukkan adalah purata peratusan viabiliti sel + sisihan piawai bagi
tiga eksperimen berbeza.

4.2.5 Viabiliti Titisan Sel HT-29 Selepas Transfeksi siRNA Spesifik Bagi Gen
TMEM97, DKC1, ZAK, CKS2 dan NMEL1 Diikuti Dengan Rawatan 5-FU

Merujuk kepada Rajah 4.47, kawalan negatif titisan sel HT-29 selepas gabungan
rawatan siRNA bebas-RISC diikuti 5-FU menunjukkan viabiliti sel sebanyak 90.8 +
3.7%. Titisan sel HT-29 yang ditransfeksi dengan siRNA TMEMY97 sahaja
menunjukkan viabiliti sebanyak 63.6 £ 5.0%. Rawatan gabungan siRNA TMEM97
dan 5-FU pada titisan sel HT-29 tidak menurunkan viabiliti sel dengan signifikan
berbanding transfeksi siRNA sahaja, dengan nilai viabiliti sel sebanyak 67.4 + 1.2%.
Titisan sel HT-29 yang ditransfeksi dengan siRNA DKC/ sahaja menunjukkan
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viabiliti sel sebanyak 82.1 + 4.4% manakala rawatan gabungan siRNA DKC/ diikuti
5-FU menurunkan lagi viabiliti sel HT-29 kepada 62.7 + 2.9%. Titisan sel HT-29
yang ditransfeksi dengan siRNA ZAK menunjukkan viabiliti sel sebanyak 75.7 +
4.3% manakala rawatan gabungan siRNA ZAK diikuti 5-FU menunjukkan viabiliti sel
sebanyak 68.8 + 2.4%. Titisan sel HT-29 menunjukkan viabiliti sel sebanyak 87.5 +
1.0% selepas transfeksi siRNA CKS2 sahaja dan 82.4 + 0.81 % selepas rawatan
gabungan siRNA CKS2 dan 5-FU. Titisan sel HT-29 yang ditransfeksi dengan siRNA
NME] sahaja menunjukkan viabiliti sel sebanyak 69.7 £ 6.8% manakala rawatan
gabungan siRNA NME] dan 5-FU menunjukkan viabiliti sel sebanyak 75.6 £ 1.9%
(Rajah 4.47).
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Rajah 4.47 Histogram menunjukkan peratusan viabiliti sel HT-29 bagi transfeksi
siRNA 5 gen yang terpilih dan gabungan siRNA spesifik diikuti rawatan
5-FU. Sel transfeksi siRNA bebas-RISC bertindak sebagai kawalan
negatif. Data yang ditunjukkan adalah purata peratusan viabiliti sel +
sisthan piawai bagi tiga eksperimen berbeza.

4.2.6 Viabiliti Titisan Sel HCT116 Selepas Transfeksi siRNA Spesifik Bagi Gen
TMEMS97, DKC1, ZAK, CKS2 dan NMEL1 Diikuti Dengan Rawatan 5-FU

Peratusan viabiliti titisan se]l HCT116 bagi kawalan negatif, siRNA bebas-RISC, ialah
102.6 + 8.7% dan ia menurun sehingga 50.6 + 3.0% secara signifikan selepas rawatan

5-FU. Daripada lima gen yang dikaji, hanya gen DKCI dan CKS2 menunjukkan
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kesan pengurangan viabiliti sel yang signifikan selepas gabungan rawatan siRNA
spesifik dan 5-FU (Rajah 4.48). Titisan sel HCT116 yang ditransfeksi dengan siRNA
DKCI sahaja menunjukkan viabiliti sel sebanyak 65.1 £ 7.2% manakala rawatan
gabungan siRNA DKC! dan 5-FU menurunkan lagi viabiliti sel secara signifikan
kepada 45.5 £ 2.8%. Titisan sel HCT116 yang ditransfeksi dengan siRNA CKS?2
sahaja menunjukkan viabiliti sel sebanyak 70.8 + 10.7% manakala rawatan gabungan

siRNA CKS2 dan 5-FU menurunkan lagi viabiliti sel secara signifikan kepada 47.5 +
4.2%.

HCTI116 selepas gabungan rawatan siRNA dan 5-FU. Sel yang ditransfeksi dengan
siRNA TMEM97 menunjukkan viabiliti sel sebanyak 66.1 + 5.5% manakala rawatan
gabungan siRNA TMEM97 dan 5-FU menunjukkan viabiliti sel sebanyak 63.1 +
1.2%. Bagi gen ZAK, viabiliti sel tidak berubah secara signifikan iaitu 67.4 + 8.5%
selepas transfeksi siRNA dan 65.9 + 0.84 % selepas rawatan gabungan siRNA ZAK
dan 5-FU. Begitu juga dengan gen NME], viabiliti sel tidak berubah secara signifikan
iaitu daripada 61.1 £ 2.5% menjadi 69.4 £+ 6.1% selepas rawatan yang sama dilakukan.

120
100 I
=
<
@ 80 T T msiRNA
= 60 -
= * . i
= Os1RNA +
g 40 - 10uM
= SFU
g
A 20 - -
0 i
$TRNA TMEM97 DKC1 ZAK CKS2 NME1 Non-
bebas-RISC transfected

Rajah 4.48 Histogram menunjukkan peratusan viabiliti sel HCT116 bagi transfeksi
siRNA lima gen yang terpilih dan gabungan siRNA spesifik diikuti
rawatan 5-FU. Sel transfeksi siRNA bebas-RISC bertindak sebagai
kawalan negatif. Data yang ditunjukkan adalah purata peratusan viabiliti
sel + sisihan piawai bagi tiga eksperimen berbeza (*P < 0.05).
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4.3  ASAI MIGRASI SEL

4.3.1 Kesan Penyenyapan Gen TMEM97, DKC1, ZAK, CKS2 dan NME1 Atas
Migrasi Titisan Sel HT-29 dan HCT116

Merujuk kepada Rajah 4.49, daripada lima gen yang dikaji, hanya satu gen, iaitu gen
CKS2, menunjukkan penurunan migrasi sel yang signifikan selepas penyenyapan gen
diakukan iaitu sebanyak 73.4 + 6.9%, dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi sSIRNA
berbanding kawalan negatif pada titisan sel HT-29. Gen yang lain menunjukkan
peratusan migrasi sel yang melebihi 80%. Peratusan migrasi titisan sel HT-29 selepas
penyenyapan gen TMEM97 ialah 92.1 + 9.0%, gen DKCI adalah sebanyak 79.6 +
7.2%, gen ZAK ialah 89.3 = 12.9 % dan gen NME| adalah sebanyak 86.8 + 13.3%.

Bagi titisan sel HCT116, daripada lima gen yang dikaji, penyenyapan gen
DKC1I menurunkan migrasi sel HCT116 secara signifikan dengan nilai 55.9 = 10.0%
manakala penyenyapan gen CKS2 adalah sebanyak 73.3 + 1.2%. Penyenyapan gen
NME] juga menurunkan migrasi sel secara signifikan dengan nilai 75.6 £ 9.2% pada
titisan sel HCT116. Penyenyapan gen TMEM97 dan ZAK tidak menurunkan migrasi
sel dengan signifikan selepas transfeksi siRNA berbanding kawalan negatif.
Penyenyapan gen TMEM97 menunjukkan nilai 84.7 + 7.4% manakala penyenyapan
gen ZAK menunjukkan nilai 85.0 + 12.4% (Rajah 4.49).
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Rajah 4.49 Histogram menunjukkan peratusan migrasi sel bagi titisan sel HCT116
dan HT-29 selepas 48 jam tempoh transfeksi siRNA. Sel transfeksi
siRNA bebas-RISC bertindak sebagai kawalan negatif. Data yang
ditunjukkan adalah purata peratusan migrasisel + sisihan piawai bagi tiga
eksperimen berbeza (*P < 0.05).

4.3.2 Kesan Gabungan Penyenyapan Gen CKS2 dan Rawatan 5-FU Atas
Migrasi Titisan Sel HT-29

Gabungan rawatan siRNA dan 5-FU tidak menunjukkan kesan penurunan migrasi sel
yang signifikan berbanding sel yang ditransfeksi dengan siRNA sahaja pada titisan
sel HT-29 (Rajah 4.50). Peratusan migrasi sel selepas gabungan rawatan siRNA
CKS2 diikkuti 5-FU ialah 76.2 + 9.4%, di mana peratusan migrasi sel selepas
penyenyapan gen CKS2 tanpa rawatan 5-FU ialah 73.4 + 6.9% pada titisan sel HT-29.
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Rajah 4.50 Histogram menunjukkan peratusan migrasi sel pada titisan sel HT-29
selepas transfeksi sSiRNA dan gabungan transfeksi siRNA CKS2 diikuti
rawatan 5-FU. Sel transfeksi siRNA bebas-RISC bertindak sebagai
kawalan negatif. Data yang ditunjukkan adalah purata peratusan migrasi
sel + sisihan piawai bagi tiga eksperimen berbeza.

4.3.3 Kesan Gabungan Penyenyapan Gen DKC1l, CKS2 dan NME1 Diikuti
Rawatan 5-FU Atas Migrasi Titisan Sel HCT116

Merujuk kepada Rajah 4.51, gabungan transfeksi bagi gen siRNA DKCI, CKS2 dan
NME] diikuti rawatan 5-FU tidak menunjukkan pengurangan migrasi sel yang
signifikan pada titisan sel HCT116 berbanding sel transfeksi siRNA sahaja.
Penyenyapan gen DKCI menunjukkan migrasi sel sebanyak 55.9 £ 10.0% manakala
gabungan transfeksi siRNA diikuti rawatan 5-FU menunjukkan migrasi sel sebanyak
57.1 £ 8.8%. Penyenyapan gen CKS2 menunjukkan penurunan migrasi sel sebanyak
73.3 £ 1.2% manakala gabungan transfeksi siRNA diikuti rawatan bagi gen CKS2
ialah 78.2 £ 12.5% pada titisan sel HCT116. Penyenyapan gen NMEI menurunkan
migrasi sel HCT116 sebanyak 75.6 = 9.2% dan gabungan transfeksi sSiRNA NME]
dilkkuti rawatan 5-FU ialah 78.4 + 7.6%.



82

H

200 — MsiRNA

150 -

OsiRNA +

100 ~ 10uM 5FU

N T -

0 _

SIRNA bebas- DKC1 CKS2 NME1 Non-
RISC transfected

H

Peratusan Migrasi Sel (%)

Rajah 4.51 Histogram menunjukkan peratusan migrasi sel pada titisan sel HCT116
selepas transfeksi sSIRNA DKCI, CKS2? dan NMEI dan gabungan
transfeksi siRNA spesifik diikuti rawatan 5-FU. Sel transfeksi siRNA
bebas-RISC bertindak sebagai kawalan negatif. Data yang ditunjukkan
adalah purata peratusan migrasi sel #+ sisthan piawai bagi tiga
eksperimen berbeza.

4.4  ASAI INVASI SEL

4.4.1 Kesan Penyenyapan Gen TMEM97, DKC1, ZAK, CKS2 dan NME1 Atas
Invasi Titisan Sel HT-29 dan HCT116

Pada titisan sel HT-29, penyenyapan gen NME] tidak menurun malah meningkatkan
invasi sel HT-29 dengan signifikan, iaitu sebanyak 137.8 + 3.1%, berbanding
kawalan negatif. Tiada penurunan invasi sel yang signifikan pada titisan sel HT-29
dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA bagi gen TMEMY97, DKCI, ZAK, dan
CKS2. Penyenyapan gen TMEM97 menunjukkan peratusan invasi sel sebanyak 105.3
+ 6.2% dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA. Penyenyapan gen DKCI
menunjukkan peratusan invasi sel sebanyak 93.1 + 7.1% manakala penyenyapan gen
ZAK menunjukkan peratusan invasi sebanyak 110.5 + 7.7% selepas transfeksi siRNA.
Peratusan invasi sel selepas penyenyapan gen CKS2 ialah 124.6 + 3.5%.
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Transfeksi siRNA bagi gen TMEM97, DKCI, ZAK, CKS2 dan NMEI pada
titisan sel HCT116 tidak menunjukkan perubahan yang signifikan dalam invasi sel.
Nilai peratusan invasi sel HCT116 selepas penyenyapan gen-gen TMEM97, DKCI,
ZAK, CKS2 dan NMEI adalah seperti berikut: 104.7 £ 7.7% , 102 + 11.7%, 98.4 +
13.5%, 107.1 £3.9% dan 98.3 + 11.4% (Rajah 4.52).
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Rajah 4.52 Histogram menunjukkan peratusan invasi sel pada titisan sel HCT116
dan HT-29 dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA. Sel
transfeksi sIRNA bebas-RISC bertindak sebagai kawalan negatif. Data
yang ditunjukkan adalah purata peratusan invasi sel £ sisihan piawai
bagi tiga eksperimen berbeza (*P < 0.05).

4.4.2 Kesan Gabungan Penyenyapan Gen NME1 Diikuti Rawatan 5-FU Atas
Invasi Titisan Sel HT-29

Penyenyapan gen NMEI sahaja meningkatkan invasi sel HT-29 dengan signifikan,
iaitu 137.8 = 3.1%. Gabungan penyenyapan gen NME] diikuti rawatan 5-FU tidak
menurunkan invasi sel HT-29 dengan signifikan, dengan nilai 95.7 + 4.9%
berbanding kawalan negatif, SIRNA bebas-RISC (Rajah 4.53).
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Rajah 4.53 Histogram menunjukkan peratusan invasi titisan sel HT-29 selepas
transfeksi SIRNA NME! dan gabungan transfeksi siRNA NME] dikuti
rawatan 5-FU. Sel transfeksi siRNA bebas-RISC bertindak sebagai
kawalan negatif. Data yang ditunjukkan adalah purata peratusan invasi
sel £ sisthan piawai bagi tiga eksperimen berbeza (*P < 0.05).
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4.5 APOPTOSIS TITISAN SEL HCTI116 DAN HT-29 SELEPAS
TRANSFEKSI siRNA

Merujuk kepada Rajah 4.54, titisan sel HCT116 dan HT-29 tidak menunjukkan
perubahan absorbance Caspase 3 relatif yang signifikan selepas 48 jam transfeksi
siRNA. Nilai absorbance relatif selepas penyenyapan gen TMEMY97, DKCI, ZAK,
CKS2 dan NME] pada titisan sel HCT 116 adalah berikut: 1.0 = 0.02, 1.0 = 0.03, 0.98
+0.02, 1.0 £ 0.1 dan 1.0 + 0.03. Bagi titisan sel HT-29, nilai absorbance relative bagi
penyenyapan gen TMEM97, DKCI, ZAK, CKS2 dan NMEI adalah berikut: 0.90 +
0.04, 0.96 + 0.02, 0.97 = 0.07, 0.98 + 0.01 dan 0.99 + 0.02 (Rajah 4.54).
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Rajah 4.54 Histogram menunjukkan absorbance relatif Caspase 3 bagi titisan sel
HCT116 dan HT-29 dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi siRNA.
Data yang ditunjukkan adalah purata nilai absorbance relatif + sisihan
piawai bagi tiga eksperimen berbeza.
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4.6 ANALISIS KITARAN SELL

4.6.1 Analisis Kitaran Sel HCT116 Selepas Penyenyapan Gen DKC1, CKS2,
TMEM97, ZAK dan NME1

Bagi titisan sel HCT116, penyenyapan gen DKC/ meningkatkan peratusan fasa Gl
kepada 66.0 £ 3.4% secara signifikan berbanding sel kawalan negatif. Sel kawalan
negatif, siRNA bebas RISC, memberikan peratusan fasa Gl sebanyak 57.3 + 3.3%
dan sel non-transfected memberikan nilai sebanyak 56.6 + 2.7%. Peratusan fasa S
dalam sel yang ditransfeksi oleh siRNA DKC/ ialah 19.8 + 2.7%. Sel kawalan ne gatif
dan sel non-transfected pula memberikan peratusan fasa S sebanyak 30.3 + 2.5% dan
31.2 £ 1.6%. Peratusan G2 bagi sel yang ditransfeksi oleh siRNA DKC/ ialah 14.2 +
5.9% dimana sel kawalan negatif dan sel non-transfected pula memberikan peratusan

fasa G2 sebanyak 12.4 +3.9% dan 12.3 + 3.7%.

Selain itu, penyenyapan gen CKS2 meningkatkan peratusan fasa Gl dengan
signifikan, iaitu sebanyak 66.6 + 2.6%, berbanding sel kawalan negatif, iaitu 57.3 +
3.3%. Peratusan fasa S dalam sel selepas transfeksi siRNA CKS2 ialah 24.0 + 0.9% di
mana sel kawalan negatif ialah 30.3 + 2.5%. Peratusan G2 bagi sel yang ditransfeksi
oleh siRNA CKS2 ialah 9.4 +2.4% dan 12.4 + 3.9% dalam sel kawalan negatif.

Daripada Rajah 4.55, penyenyapan gen TMEM97, ZAK dan NMEI tidak
menunjukkan kesan perubahan yang signifikan dalam kitaran sel HCT116 selepas
transfeksi sSIRNA. Peratusan fasa G1 bagi SIRNA TMEM97, ZAK dan NMEI adalah
berikut: 62.4 + 3.2%, 57.5 £ 0.85% dan 58.3 + 2.7% manakala peratusan fasa S bagi
SIRNA TMEM97, ZAK dan NME] adalah berikut: 25.9 + 3.4%, 27.7 + 1.9% dan 26.4
+ 0.24%. Peratusan fasa G2 bagi siRNA TMEMY97, ZAK dan NMEI adalah berikut:
11.7 + 6.4%, 14.8 £ 2.7% dan 15.4 £+ 1.8%.
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Rajah 4.55 Histogram menunjukkan peratusan populasi kitaran sel HCT116 selepas
transfeksi sSiRNA TMEM97, DKCI, ZAK, CKS2 dan NMEI. Sel siRNA
bebas-RISC bertindak sebagai kawalan negatif. Data yang ditunjukkan

adalah purata peratusan + sisithan piawai bagi tiga eksperimen berbeza
(*P <0.05).



88

4.6.2 Analisis Kitaran Sel HT-29 Selepas Penyenyapan Gen DKC1, CKS2,
TMEM97, ZAK, dan NME1

Bagi titisan sel HT-29, tiada penahanan kitaran sel yang signifikan diperhatikan
dalam tempoh 48 jam selepas transfeksi sSiRNA bagi gen yang terpilih (Rajah 4.56).
Penyenyapan gen ZAK tidak meningkatkan peratusan fasa kitaran sel malah ia
mengurangkan peratusan fasa Gl iaitu 58.5 + 0.51% dengan signifikan berbanding
sel kawalan negatif, sSiRNA bebas RISC, dan non-transfected, iaitu 64.8 = 2.0% dan
63.2 + 3.0%. Peratusan fasa S dalam sel yang ditransfeksi oleh siRNA ZAK ialah 31.6
+ 2.4% manakala sel kawalan negatif dan non-transfected memberikan peratusan fasa
S sebanyak 28.6 + 1.3% dan 27.8 + 2.3%. Peratusan G2 bagi sel yang ditransfeksi
oleh siRNA ZA4K ialah 9.9 + 2.1% manakala sel kawalan negatif dan non-transfected
memberikan peratusan fasa G2 sebanyak 6.6 + 1.2% dan 8.8 + 0.9%.

Penyenyapan gen TMEM97, DKC1, CKS2 dan NME] pula tidak menunjukkan
kesan yang signifikan dalam kitaran sel HT-29 selepas transfeksi siRNA. Peratusan
fasa G1 bagi sSiRNA TMEMY97, DKCI, CKS2 dan NME] adalah berikut: 66.8 £ 0.9%,
68.8 £ 1.1%, 68.2 + 1.1% dan 64.9 = 0.63% manakala peratusan fasa S bagi siRNA
TMEMY97, DKCI1, CKS2 dan NME] adalah berikut: 26.3 £ 1.9%, 26.3 + 1.7%,25.0 +
1.2% dan 25.8 £ 1.4%. Peratusan fasa G2 selepas transfeksi SIRNA TMEM97, DKCI,
CKS2 dan NME] adalah berikut: 6.9 £ 1.4%, 4.8 + 0.8%, 6.9+ 0.1% dan 8.7 = 1.3%.
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Rajah 4.56 Histogram menunjukkan peratusan populasi kitaran sel HT-29 selepas
transfeksi sSIRNA TMEM97, DKCI, ZAK, CKS2 dan NME]I. Sel siRNA
bebas-RISC bertindak sebagai kawalan negatif. Data yang ditunjukkan
adalah purata peratusan + sisithan piawai bagi tiga eksperimen berbeza
(*P <0.05).

4.6.3 Analisis Kitaran Sel HCT116 Selepas Gabungan Penyenyapan Gen Dan
Rawatan 5-FU

Sel kawalan 5-FU menunjukkan peratusan fasa S dan fasa G2 yang tinggi selepas 48
jam rawatan 5-FU, dengan fasa S sebanyak 47.0 + 8.4% dan fasa G2 sebanyak 32.7 +
4.7% pada titisan sel HCT116. Peratusan fasa G1 bagi kawalan 5-FU ialah 20.3 +
3.7% dalam tempoh 48 jam selepas rawatan 5-FU pada titisan sel HCT116. Peratusan
fasa S dan G2 titisan sel HCT116 meningkat dalam gabungan sel yang dirawat
dengan siRNA dan 5-FU. Titisan sel HCT116 yang dirawat dengan siRNA TMEM97
diikuti 5-FU memberi peratusan fasa G1 sebanyak 2.9 &+ 2.1%, fasa S sebanyak 47.3 +
2.6% dan fasa G2 sebanyak 49.8 + 0.5 . Titisan sel HCT116 yang dirawat dengan
sIRNA DKCI diikuti 5-FU memberi peratusan fasa G1 sebanyak 9.1 + 3.4%, fasa S
sebanyak 42.6 + 5.1% dan fasa G2 sebanyak 48.3 + 1.7%.
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Gabungan rawatan siRNA ZAK dan 5-FU pula memberi peratusan fasa Gl
sebanyak 26.8 + 4.6%, fasa S sebanyak 40.8 + 4.7% dan fasa G2 sebanyak 32.5 =+
2.9 % manakala gabungan rawatan siRNA CKS2 dan 5-FU memberi peratusan fasa
Gl sebanyak 4.8 + 3.0, fasa S sebanyak 46.2 + 4.3% dan fasa G2 sebanyak 49.1 +
1.3% pada titisan sel HCT116. Sel HCT116 yang dirawat dengan siRNA NME]
dikuti 5-FU pula memberi peratusan fasa G1 sebanyak 20.1 + 3.8%, fasa S sebanyak
59.0 + 7.6% dan fasa G2 sebanyak 20.9 + 3.7%. Bagi titisan sel HCT116 tanpa
rawatan 5-FU dan siRNA, peratusan fasa Gl ialah sebanyak 79.0 + 8.2%, fasa S
sebanyak 12.4 + 7.4% dan fasa G2 sebanyak 8.7 + 2.7%.
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Rajah 4.57 Histogram menunjukkan peratusan populasi sel HCT116 dalam kitaran
sel selepas gabungan rawatan siRNA dan 5-FU. Kawalan 5-FU merujuk
kepada sel yang dirawat dengan 5-FU sahaja. Data yang ditunjukkan
adalah purata peratusan + sisihan piawai bagi tiga eksperimen berbeza.
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4.6.4 Analisis Kitaran Sel HT-29 Selepas Gabungan Penyenyapan Gen Dan
Rawatan 5-FU

Kawalan 5-FU bagi titisan sel HT-29 menunjukkan peratusan fasa G1 sebanyak 1.5 +
2.6%, fasa S sebanyak 92.7 £ 6.8% dan fasa G2 sebanyak 5.8 + 4.2% dalam tempoh
48 jam selepas rawatan 5-FU. Peratusan fasa S titisan sel HCT116 juga meningkat
selepas gabungan rawatan 5-FU dan siRNA. Titisan sel HT-29 yang dirawat dengan
siRNA TMEM97 dan 5-FU memberi peratusan fasa Gl sebanyak 2.4 + 4.2, fasa S
sebanyak 93.3 + 4.1% dan fasa G2 sebanyak 4.3 + 1.1%. Titisan sel HT-29 yang
dirawat dengan siRNA DKC/ dan 5-FU memberi peratusan fasa GI sebanyak 0.03 +
0.04 %, fasa S sebanyak 96.2 + 0.6% dan fasa G2 sebanyak 3.8 + 0.6%.

Gabungan siRNA ZAK dan 5-FU dalam sel HT-29 pula memberi peratusan
fasa G1 sebanyak 0.2 + 0.3%, fasa S sebanyak 95.3 + 1.8% dan fasa G2 sebanyak 4.5
+ 1.9% manakala sel yang dirawat dengan siRNA CKS2 dan 5-FU memberi peratusan
fasa G1 sebanyak 1.4 £ 1.2%, fasa S sebanyak 95.5 + 0.5% dan fasa G2 sebanyak 3.1
+ 1.3%. Gabungan siRNA NME] dan 5-FU dalam titisan sel HT-29 pula
menunjukkan peratusan fasa G1 sebanyak 0%, fasa S sebanyak 95.9 + 0.8% dan fasa
G2 sebanyak 4.0 + 0.8% (Rajah 4.58).
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Rajah 4.58  Histogram menunjukkan peratusan populasisel HT-29 dalam kitaran sel
selepas gabungan rawatan siRNA dan 5-FU. Kawalan 5-FU merujuk
kepada sel yang dirawat dengan 5-FU sahaja. Data yang ditunjukkan
adalah purata peratusan + sisthan piawai bagi tiga eksperimen berbeza.

4.7 PENGEKSPRESAN PROTEIN DKC1 DAN NME1 DALAM TITISAN
SEL HT-29 DAN HCT116 SELEPAS TRANSFEKSI siRNA

Hanya dua protein berjaya didemonstrasikan dalam blot Western, iaitu protein DKC1
dan NME1, dalam titisan sel HT-29 dan HCT116 dalam tempoh 72 jam selepas

transfeksi siRNA. DKCI dan NMEI menunjukkan pengurangan pengekspresan

protein berbanding kawalan dalam tempoh 72 jam selepas transfeksi siRNA. Jalur
proten TMEM97, ZAK dan CKS2 tidak dapat dikesan dalam kedua-dua sampel
kawalan dan sampel transfeksi sSiRNA dalam eksperimen ini (data tidak ditunjukkan).
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Rajah 4.59 Gambar menunjukkan pengurangan pengekspresan protein DKC1 dan
NMEI1 dalam tempoh 72 jam selepas transfeksi sSIRNA dalam titisan sel
HT-29, di mana protein beta-aktin bertindak sebagai kawalan dalaman.
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Rajah 4.60 Gambar menunjukkan pengurangan pengekspresan protein DKC1 dan
NMEI dalam tempoh 72 jam selepas transfeksi siRNA dalam titisan sel
HCT116, di mana protein beta-aktin bertindak sebagaikawalan dalaman.



BAB V

PERBINCANGAN

Gen-gen yang mempunyai perubahan pengekspresan berlainan dalam sampel kanser
kolorektal berbanding sampel normal dikaji untuk mengenalpasti penanda diagnostik
atau prognostik baru yang berpotensi (Bertucci et al. 2004). Untuk mengkaji gen yang
terlibat dalam patogenesis kanser kolorektal, satu senarai gen diperolehi daripada
analisis meta yang menggunakan data mikroatur terdahulu (Alon et al 1999;
Notterman et al. 2001; Kaiser et al. 2007; Ki et al. 2007). Dua puluh gen
berpengekspresan tinggi yang terlibat dalam regulasi kitaran sel telah dipilih untuk
kajian siRNA, iaitu CDK4, TOP2A, NMEI, RAN, PCNA, CSEIL/CAS, ENOI, GTF3A,
POLRID, TMEMY97, ZAK, CDC25B, TPX2, MYBL2, CKS2, MCM7, S100A11, RRM1,

ODC] dan DKC1.

Dua jenis gred bagi titisan sel kolorektal telah dipilih dalam kajian ini.
HCT116 ialah titisan sel gred 3 yang membahagi secara lemah manakala HT-29 ialah
titisan sel gred 2 yang membahagi secara sederhana (Flatmark et al. 2004). Di antara
20 gen yang dikaji, lima gen termasuk gen TMEM97, DKCI, NMEI, ZAK, dan CKS2
menunjukkan penurunan pengekspresan gen yang signifikan (P < 0.05) selepas 48
jam transfeksi siRNA berbanding sampel tanpa siRNA bagi titisan sel HCT116 dan
titisan sel HT-29. Kajian asai fungsi sel dilakukan ke atas lima gen yang terpilih

selepas penyenyapan gen.



96

Thesis ini seterusnya membincangkan keputusan asai tersebut untuk setiap
satu gen yang terpilih. Viabiliti sel dengan gen TMEM97 yang disenyapkan menurun
dalam kedua-dua titisan sel HCT116 dan HT-29 selepas 48 jam transfeksi siRNA.
Keputusan ini adalah konsisten dengan kajian terdahulu yang menunjukkan bahawa
gen TMEMY97 terlibat dalam aktiviti insulin-like growth factor (IGF) yang
mempengaruhi pembahagian sel (LeRoith & Roberts 2003). TMEM97, juga dikenali
sebagai MAC30, adalah keluarga protein IGF (Yan et al. 2010). IGF memainkan
peranan yang penting dalam pertumbuhan dan perkembangan tisu, terutamanya
pertumbuhan pranatal (LeRoith & Roberts 2003) serta dalam tumorigenesis
(Khandwala et al. 2000). Kajian terdahulu menunjukkan bahawa aras IGF-I yang
tinggi dalam badan meningkatkan faktor risiko kanser payudara dalam golongan
wanita premenopausal (Hankinson et al. 1998), prostat (Wolk et al. 1998), kolorektal
(Palmqvist et al. 2002) dan paru-paru (Yu et al. 1999). Murphy et al melaporkan
bahawa gen tersebut terlibat dalam mekanisme pengawalan pertumbuhan dan

pembezaan sel (Murphy etal. 1993).

Gen TMEM97 berkemungkinan tidak terlibat dalam proses apoptosis dalam
titisan sel HT-29 dan HCT116 berdasarkan keputusan negatif pada asai caspase 3.
Begitu juga keputusan negatif diperolehi daripada asai migrasi dan invasisel di mana
motiliti sel HT-29 dan HCT116 tidak berubah dengan signifikan selepas penyenyapan
gen TMEM97. Setakat i, tiada kajian menunjukkan penyenyapan TMEM97
memberi kesan terhadap motiliti sel di dalam titisan sel kolorektal. Akan tetapi,
terdapat kajian yang berjaya menunjukkan bahawa siRNA TMEMY97 menghalang

migrasi dan invasi sel glioma (Qiu et al. 2015) dan sel kanser gastrik manusia (Xu et
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al. 2014). Keputusan motiliti sel selepas penyenyapan siRNA TMEM97 adalah

berlainan dalam jenis kanser sel yang berlainan.

Penyenyapan gen TMEM97 juga tidak menyekat kitaran sel titisan sel HT-29
dan HCTI116 dengan signifikan. Kajian tedahulu menunjukkan bahawa siRNA
TMEM97 menyekat peralihan G1/S dalam sel glioma, U87 dan U373, (Qiu et al. 2015)
serta menyekat peralihan G2/M dalam sel gastrik (Xu et al. 2014). Akan tetapi, tiada
kajian yang menunjukkan kesan siRNA 7TMEMY97 ke atas kitaran sel dalam sel
kolorektal. Keputusan kitaran sel selepas penyenyapan siRNA TMEMY97 adalah
berlainan dalam jenis kanser sel yang berlainan. Sebagai contoh, terdapat kajian
terdahulu menunjukkan penyenyapan gen LAP2p (lamina-associated polypeptides 25)
menganggu pembahagian sel kanser pankreas, MIA-PaCa2 dan PANCI, dengan 74%
dan 46% masing-masing berbanding sel kawalan (Kim et al. 2012). Penyenyapan gen
tersebut tidak menganggu pembahagian sel kanser lain seperti gastrik (SNU216,
SNU638), sel cholangiocarcinoma (SNU1079, HuCCT1) dan sel hepatokarsinoma

(Huh7, HepG2) (Kim et al. 2012).

Gen kedua yang menunjukkan penurunan pengekspresan gen dan protein
selepas transfeksi sIRNA dalam titisan sel HT-29 dan HCT116 ialah gen DKCI.
Penyenyapan gen DKCI/ mengurangkan viabiliti titisan sel HT-29 dan HCT116
secara signifikan berbanding sel kawalan selepas 48 jam transfeksi siRNA. DKCI
terlibat di dalam biosintesis protein di mana ia memberi kesan utama terhadap
perkembangan dan viabiliti sel kanser prostat (Sieron et al. 2009). Dalam kajian

tersebut, penyenyapan DKC/ oleh siRNA mengakibatkan kerencatan pembahagian
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sel, penurunan saiz sel dan ketidakupayaan sel untuk melekat semula selepas

trypsinisation (Sieron et al. 2009).

Gen DKC1 berkemungkinan tidak terlibat dalam proses apoptosis berdasarkan
keputusan negatif pada asai caspase 3 dalam titisan sel HT-29 dan HCT116. Tiada
kajian yang menunjukkan kesan siRNA DKC/ ke atas apoptosis sel dalam sel
kolorektal. Kajian terdahulu menunjukkan penyenyapan gen DKCI tidak
menyebabkan kejadian apoptosis dalam sel kanser prostat (Sieron et al. 2009) dan

kanser serviks (Alawi & Lin 2013).

Gen DKCI terlibat dalam proses migrasi sel berdasarkan peratusan migrasi
titisan sel HCT116. Tiada data dilaporkan mengenai peranan DKC/ dalam proses
migrasi sel selepas penyenyapan gen. Oleh itu, ini merupakan penemuan baru
mengenai peranan DKC/ dalam migrasi sel. Sebaliknya, penyenyapan gen DKCI

tidak menjejas migrasi sel HT-29 (Ting etal. 2015).

Gen DKCI berkemungkinan tidak terlibat dalam proses invasi sel berikutan
keputusan negatif dalam asai invasi sel bagi kedua-dua titisan sel HT-29 dan HCT116.

Setakat ini, peranan DKC/ dalam invasi sel masih tidak jelas.

Penyenyapan gen DKCI meningkatkan peratusan fasa Gl dalam kitaran sel
HCT116 tetapi tidak menunjuk kesan signifikan dalam kitaran sel HT-29. Dyskerin,
protein  DKC1, merupakan komponen yang penting dalam kompleks
ribonukleoprotein telomerase yang diperlukan untuk aktiviti telomerase normal dan

penyelenggaraan telomere (Mitchell et al. 1999; Cohen et al. 2007). DKCI terlibat
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dalam pembahagian sel (Alawiet al. 2011). Setakat ini, peranan DKC/ dalam kitaran
sel kanser kolorektal masih belum dilaporkan. Kajian ke atas model in-vitro kanser
serviks menunjukkan pengurangan protein dyskerin menganggu pembentukan mitotic
spindle dan melambatkan proses mitosis dengan pengumpulan G2/M dalam kitaran

sel (Alawi & Lin 2013).

Gen ketiga yang menunjukkan penurunan pengekspresan mRNA dan protein
selepas transfeksi siRNA dalam sel HT-29 dan HCT116 ialah NMEI. Gen NMEI
ialah gen penindas metastasis utama yang mengekod protein NME1 atau nukleosida

difosfat kinase A (NDPK-A) (Lee et al. 2009).

Penyenyapan gen NMEI mengurangkan viabiliti sel secara signifikan dalam
sel HT-29 dan HCT116. Peranan NME] dalam viabiliti sel kolorektal masih belum
dilaporkan dalam kajian lain. Kajian terdahulu melaporkan penyenyapan gen NME]
meningkatkan viabiliti atau proliferasi sel dalam sel stroma endometrium (ESC) (Liet
al. 2013). Kajian lain juga menunjukkan penyenyapan gen NMEI dalam titisan sel
HNSCC (head and neck squamous cell carcinoma) manusia, SAS, tidak memberi
kesan yang signifikan terhadap viabiliti sel (Wang et al. 2014). Ini menunjukkan
bahawa titisan sel yang berlaman memberi keputusan viabiliti sel yang berbeza
selepas penyenyapan gen NME. Data mengenai pengekspresan NME adalah konflik
dalam kanser kolorektal. Beberapa kajian mengenai pengekspresan NMEI telah
menunjukkan bahawa terdapat: 1) korelasi songsang dengan peringkat tumor dan
perebakan metastatik (Lin et al. 2011) atau 2) tidak mempunyai korelasi (Qian et al
2012) dan 3) malah mempunyai korelasi positif dengan keagresifan (Brenner et al

2003).
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Penyenyapan gen NMEI tidak memberi kesan yang signifikan dalam
peningkatan aktiviti caspase 3 dalam kedua-dua titisan sel kanser kolorektal. Kajian
terdahulu melaporkan bahawa NME! mengaktitkan p53 untuk mengawal
pembahagian sel dan kejadian apoptosis (Lombardi 2006). Ada kajian yang
menunjukkan bahawa gen ini berinteraksi dengan migration inhibitory factor (MIF)
untuk menurunkan aktiviti p53-induced apoptosis dan sekatan kitaran sel dalam sel
kanser payudara, MCF7 (Jung et al. 2008). Kajian apoptosis melalui asai caspase 3
dalam kanser kolorektal selepas penyenyapan gen NMEI masih belum pernah

dilaporkan.

Penyenyapan gen NME] mengurangkan migrasi titisan sel HCT 116. Setakat
ini, tiada kajian penyenyapan gen NME! dilakukan ke atas sel kanser kolorektal.
Kajian terdahulu mengkaji fungsi NMEI dalam sel kanser kolorektal adalah dengan
menggunakan asai transfeksi cDNA NME] (Suzuki et al. 2004). Keputusan transfeksi
cDNA NME! dalam sel HT-29 menunjukkan penyekatan migrasi sel in vifro dan
penyekatan metastasis hati sel HT-29 dalam tikus (Suzuki et al. 2004). Penyenyapan
gen NME] dalam kajian ini tidak memberi kesan yang signifikan ke atas migrasi sel

HT-29.

Penyenyapan gen NMEI tidak mempengaruhi migrasi sel HT-29 tetapi
meningkatkan invasi titisan sel HT-29 dalam kajian ini. Gen NME] bertindak sebagai
gen penindas metastasis di dalam badan dan ia memainkan peranan utama dalam
metastasis tumor melalui pelbagai laluan (Xie et al. 2010). Sebagai contoh, NME]

terlibat dalam cell adhesion-related signalling pathway untuk menghalang invasi sel
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tumor dan metastasis dengan meningkatkan pengekspresan protein B-catenin, E-
cadherin dan CD44 di dalam sel fibrosarcoma manusia (Kim & Kim 2006). Kajian
terdahulu melaporkan penyenyapan NMEI! menggalakkan invasi sel plasenta, BeWo
(Xie et al. 2010). Kajian terdahulu juga melaporkan penyenyapan gen NME]
meningkatkan invasi sel dalam sel stroma endometrium (ESC) melalui pengaktifan
laluan signal mitogen-activated protein kinases (MAPK) /extracellular signal-
regulated kinases (ERK 1/2) dan Akt (Li et al. 2013). Walau bagaimanapun, tiada

perubahan signifikan ke atas invasi sel HCT116 selepas penyenyapan gen NME].

Perbezaan antara titisan sel HCT116 dan HT-29 ialah sel HCT116
mengandungi mutasi pada 13 kodon dalam gen KRAS manakala sel HT-29
mengandungi KRAS jenis liar (Ahmed et al. 2013). KRAS mutan menjejaskan aktiviti
intrinsik GTPase, menyebabkan pengumpulan guanosine triphosphate (GTP) aktif
dan mengaktifkan laluan isyarat epidermal growth factor receptor (EGFR) (Tan &
Du 2012). EGFR memainkan peranan penting dalam pertumbuhan tumor, invasi dan
metastasis dalam kejadian kanser (Normanno et al. 2006). Ciri mutasi KRAS tersebut
berkemungkinan menyebabkan kesan penyenyapan gen terhadap invasi sel HCT116

menjadi tidak signifikan dan berbeza dengan HT-29.

Penyenyapan gen NMEI tidak memberi kesan yang signifikan dalam
penyekatan kitaran sel dalam kedua-dua titisan sel. Kajian tedahulu menunjukkan
bahawa gen ini berinteraksi dengan migration inhibitory factor (MIF) untuk
menyekat fasa GO/G1 kitaran sel dalam sel kanser payudara, MCF7 (Jung et al. 2008).
Penyenyapan gen NMEI dengan menggunakan siRNA tidak menyekat fasa GO/G1

kitaran sel secara signifikan berbanding kawalan (Jung etal. 2008).
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Gen keempat yang menunjukkan pengekspresan mRNA rendah selepas
transfeksi sSiRNA dalam kajian ini ialah ZAK. Protein ZAK tergolong dalam keluarga
mixed lineage kinase (MLK), di mana ianya terdiri daripada sekumpulan kinase
serina/treonina yang berfungsi sebagai mitogen-activated protein kinase kinase
kinases (MAP3K) untuk mengaktifkan pelbagai laluan MAPK (Gallo & Johnson
2002). MAPK mengawal pelbagai proses fisiologi seperti pembahagian sel,
perbezaan sel, kematian sel dan gerak balas aruhan tekanan (Lewis et al. 1998;
Schaeffer & Weber 1999; Widmann et al. 1999). Jalur protein ZAK tidak dikesan
dalam blot Western dalam kajian ini. Ini boleh dikaitkan bahawa protein ini
merupakan komponen stress-activated bagi lata transduksi isyarat kinase protein
(Johnson et al. 1996). Protein ini hanya diaktifkan dalam sel apabila terdedah kepada
tekanan ekstrasel seperti sinaran UV, kejutan osmotik, kejutan haba (Johnson et al
1996) dan rawatan dengan faktor-a nekrosis tumor (Leo et al. 1999), mterleukin-1 (Ip
& Davis 1998) atau antibiotik yang dikenali sebagai perencat sintesis protein

eukariotik (Johnson et al. 1996).

Penyenyapan ZAK mengurangkan viabiliti titisan sel HT-29 dan HCT116.
Kajian terdahulu yang melaporkan pengekspresan ZAK yang tinggi dalam sel
epidermis JB6 C141 mengakibatkan peningkatan pembahagian sel, menggalakkan
perubahan sel dan pembentukan tumor in vivo (Cho et al. 2004). Penyenyapan gen
ZAK juga menyekat perubahan sel dan pembentukan kanser kulit in vitro dan in vivo
(Cho et al. 2004). Sebaliknya, penyenyapan gen ZAK oleh shRNA pula meningkatkan
pembahagian sel berbanding kawalan dalam sel kanser paru-paru manusia, A549

(Yang et al 2010). Kajian tersebut melaporkan ZAK terlibat dalam laluan
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extracellular signal-regulated kinase (ERK) dan c-Jun N-terminal kinase (JNK)
untuk mengawal pembahagian sel kanser paru-paru (Yang et al. 2010). Merujuk
kepada data yang dibincangkan di atas, penyenyapan gen yang sama menghasilkan
keputusan yang bercanggah dalam sel yang berlamnan, iaitu sel kanser paru-paru,
epidermis dan kolorektal. Ini mungkin disebabkan mekanisme tindakan ZAK adalah

berlainan dalam jenis sel yang berbeza.

Penyenyapan gen ZAK tidak meningkatkan aktiviti caspase 3 dalam kedua-
dua titisan sel HT-29 dan HCT116. Kajian terdahulu telah melaporkan protein ZAK
mempunyai aktiviti pro-apoptosis di mana pengekspresan ZAK yang tinggi
menggalakkan kejadian apoptosis sel hepatoma, Hep3B (Liu et al. 2000). Kajian lain
juga menunjukkan bahawa ZAK berinteraksi dengan long non-coding RNA dalam
aktiviti apoptosis dalam sel karsinoma hepatosel (Xu et al. 2014). Penyenyapan gen
ZAK menghalang kejadian apoptosis dalam sel karsinoma hepatosel, SMMC7221

(Xu et al. 2014).

Dalam asai migrasi sel, penyenyapan ZAK tidak memberi keputusan yang
signifikan dalam sel kanser kolorektal. Setakat ini, tiada data yang melaporkan
peranan ZAK dalam migrasi sel. Namum begitu, ada kajian yang menunjukkan ZAK
terlibat secara tidak langsung dalam proses migrasi sel. Kajian tersebut melaporkan
aktiviti kinase ZAK mempunyai regulasi negatif dengan Rho GDP dissociation
inhibitor beta (RhoGDIB) dalam migrasi sel (Huang et al. 2009). RhoGDIpS
merangsang migrasi sel jantung tikus, H9c2, melalui pengekspresan ras-related C3
botulinum toxin substrate 1 (Racl) (Huang et al. 2009). Penyenyapan gen Rho GDP

dengan menggunakan siRNA telah menurun migrasisel H9¢c2 manakala penyenyapan
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ZAK mampu mengembalikan aktiviti RhoGDIS , di mana migrasi sel tidak terjejas

(Huang et al. 2009).

Dalam asai invasi sel, penyenyapan ZAK juga tidak memberikan kesan yang
signifikan dalam sel kanser kolorektal Setakat ini, peranan ZAK dalam mnvasi sel
masih tidak jelas dan tiada data mengenai penyenyapan gen tersebut atas kesan invasi

sel dilaporkan.

Tiada kesan yang signifikan terhadap kitaran sel bagi kedua-dua titisan sel
HT-29 dan HCT116 berbanding kumpulan kawalan. ZAK terlibat dalam
pengawalaturan organisasi aktin dan kitaran sel (Yang 2002). Kajian terdahulu
menunjukkan pengekspresan ZAK jenis liar dalam embrio tikus, 10T1/2,
meningkatkan populasisel dalam fasa G2/M dalam kitaran sel, di mana menyebabkan
penyekatan kitaran sel pada fasa G2 (Yang 2002). Setakat ini, kajian kitaran sel
selepas penyenyapan gen ZAK dalam kanser kolorektal masih belum pernah

dilaporkan.

Gen kelima, iaitu CKS2, juga menunjukkan pengekspresan mRNA rendah
selepas transfeksi siRNA dalam titisan sel HT-29 dan HCT116. Pengekspresan gen
CKS2 menurun tetapi pengekspresan protein CKS2 tidak dapat dikesan dalam blot
Western selepas penyenyapan gen. Keputusan negatif tersebut mungkin disebabkan
penggunaan saiz membran pindah yang tidak sesuai (0.45 um) pada protein CKS2

yang bersaiz 10kDa.
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Asai fungsi sel menunjukkan penyenyapan gen CKS2 mengurangkan viabiliti
sel HCT116 sahaja. CKS?2 terlibat dalam proses pertumbuhan dan pembahagian sel
(Martinsson-Ahlzen et al. 2008). Hasil kajian terdahulu menunjukkan bahawa
penyenyapan CKS2 menurun pembahagian sel dalam mouse embryonic fibroblasts
(MEF) dan sel serviks, HeLa (Martinsson-Ahlzen et al. 2008). Kang et al. juga
melaporkan bahawa ekpresi CKS2 yang tinggi meningkatkan pertumbuhan sel dalam
kanser gastrik (Kang et al. 2009). Dalam kajian tersebut, penyenyapan CKS2 dengan
menggunakan siRNA berjaya menurunkan pertumbuhan sel kanser gastrik (Kang et al.
2009). Akan tetapi, penyenyapan gen CKS2 tidak memberi kesan yang signifikan ke
atas viabiliti sel HT-29 dalam kajian ini. Kajian penyenyapan gen CKS2 dalam sel

kanser kolorektal masih belum dilaporkan.

Penyenyapan CKS2 tidak mengubah aktiviti caspase 3 secara signifikan
dalam kedua-dua titisan sel HT-29 dan HCT116. Peranan CKS2 dalam kejadian
apoptosis dalam sel-sel kanser kolorektal masih tidak jelas. Kajian terdahulu
melaporkan bahawa penyenyapan gen CKS2 mengaruh kejadian apoptosis dan
meningkat aktiviti caspase 3 dalam sel kanser prostat, AT3 (Lan et al. 2008).
Penyenyapan gen CKS2 oleh siRNA meningkatkan aktiviti caspase 3 dalam sel

kanser gastrik, MKN74 (Tanaka etal. 2011).

Penyenyapan gen CKS2 menyekat migrasi titisan sel HT-29 dan HCT116
dalam kajian ini. Ini merupakan kajian pertama yang menunjukkan peranan CKS2
dalam migrasi sel kolorektal kanser. Kajian terdahulu menunjukkan penyenyapan gen
CKS?2 oleh siRNA menurun migrasi sel berbanding kawalan dalam sel kanser gastrik,

MKN74 (Tanaka etal. 2011).
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Akan tetapi, penyenyapan CKS2 tidak memberi kesan yang signifikan ke atas
invasi titisan sel HT-29 dan HCT 116. Kajian CKS2 dalam invasi sel kanser kolorektal
masih tidak jelas. Kajian terdahulu menunjukkan penyenyapan gen CKS2 oleh siRNA
menurun invasi sel berbanding kawalan dalam sel kanser gastrik, MKN74 (Tanaka et
al. 2011). Tanaka et al juga melaporkan bahawa daripada 40 kes kanser gastrik yang
mempunyai pengekspresan CKS2 yang tinggi, 31 kes menunjukkan invasi lapisan
serosa (Tanaka et al. 2011). Ini menunjukkan pengekspresan CKS2 yang tinggi
menyebabkan kejadian metastasis limfa (Gendreau & Whalen 1999). Kajian tedahulu
juga menunjukkan CKS2 menggalak invasikanser dan metastasis kanser payudara, di
mana pengekspresan CKS2 meningkat dalam kanser payudara mvasif berbanding
kanser payudara biasa melalui asai RT-qPCR ke atas 21 sampel tisu yang dikaji
(Kawakami et al. 2006). Kajian Lyng et al juga melaporkan bahawa pengekspresan
CKS2 yang tinggi menunjukkan fenotip invasif dalam kanser serviks (Lyng et al.

2006).

Penyenyapan CKS2 menyekat fasa Gl kitaran sel HCT116. Dalam sel kanser,
pengekspresan CKS2 yang tinggi boleh mempercepatkan kitaran sel dan
menggalakkan pertumbuhan sel (Lan et al. 2008; Kang et al. 2009). CKS?2 diperlukan
oleh sel germa untuk memasuki metafasa meiotik pertama dan anafasa (Spruck et al.
2003). Kajian terdahulu juga melaporkan penyenyapan gen CKS menyekat fasa G2
kitaran sel dalam mouse embryonic fibroblasts (MEF) (Martinsson-Ahlzen et al
2008). Penyenyapan gen CKS2 dalam sel cholangiocarcinoma, QBC939, juga
menyekat kitaran sel pada fasa G2 melalui penurunan pengekspresan cyclin A dan

cyclin B1 (Shen et al. 2013). Akan tetapi, penyenyapan gen CKS2 tidak memberi
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kesan yang signifikan ke atas kitaran sel HT-29 dalam kajian ini. Seperti dalam kajian
gen lain, penyenyapan gen CKS/ menyekat fasa G2 dalam kitaran sel kanser paru-
paru, H358, tetapi penyenyapan gen yang sama tidak menjejas kitaran sel dalam sel

fibroblasta paru-paru, MRC-5.

Untuk mengkaji kemosensitiviti sel, asai sel dijalankan selepas transfeksi
sIRNA selama 48 jam dan dikuti dengan rawatan 5-FU. Ini bertujuan untuk
mengurangkan dos anti-kanser apabila bergabung dengan siRNA supaya sel kanser
dapat dibunuh secara berkesan dengan kesan sampingan yang minimum. Daripada
lima gen yang dikaji, hanya gabungan siRNA DKCI/ dengan rawatan 5-FU dan
gabungan siRNA CKS2 dengan rawatan 5-FU berjaya menyekat pertumbuhan titisan
sel HCT116 dengan signifikan. Ini mencadangkan bahawa penyenyapan gen tersebut
oleh siRNA meningkatkan kemosensitiviti titisan sel HCT116 terhadap 5-FU. Walau
bagaimanapun, gabungan siRNA dengan rawatan 5-FU bagi kelima-lima gen,
TEME97, DKCI, NMEI, ZAK dan CKS2, tidak memberi kesan penyekatan yang
signifikan terhadap viabiliti sel HT-29. Ini disebabkan oleh HT-29 mempunyai mutasi
pada kodon 273 dalam gen penindas tumor, p53, (Ahmed et al. 2013) menyebabkan
sel tersebut lebih resistan terhadap kesan 5-FU (Boyer et al. 2004). Kajian terdahulu
menunjukkan sel HCT116 yang mempunyai p53 jenis liar lebih sensitif terhadap

rawatan 5-FU berbanding sel HT-29 (Ng et al. 2014).

Selain itu, gabungan rawatan 5-FU dan siRNA bagi kesemua lima gen,
TEME97, DKCI, NMEI, ZAK dan CKS2, tidak mengurangkan migrasi dan invasi sel
secara signifikan berbanding sel transfeksi siRNA sahaja dalam kedua-dua titisan sel.

Peranan 5-FU dalam motiliti sel kanser kolorektal masih tidak jelas.
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Kajian ini tidak menunjukkan kesan penyekatan kitaran sel yang signifikan
antara kumpulan gabungan siRNA bagi kesemua lima gen dengan rawatan 5-FU
berbanding kumpulan kawalan negatif, iaitu kumpulan rawatan 5-FU sahaja.
Daripada keputusan kajian ini, rawatan 5-FU menyebabkan pengumpulan sel pada
fasa S dan G2 dalam titisan sel HCT116 untuk kesemua lima siRNA TMEM97,
DKCI, NMEI, ZAK, dan CKS2 dengan rawatan 5-FU serta kawalan negatif. Bagi
titisan sel HT-29, gabungan siRNA bagi kesemua lima gen tersebut dengan rawatan
5-FU serta kawalan negatif menunjukkan pengumpulan sel yang signifikan dalam
fasa S kitaran sel. Pengumpulan sel pada fasa S dan G2 dalam HCT116 dan
pengumpulan sel pada fasa S dalam HT-29 menunjukkan bahawa rawatan 5-FU

sahaja mampu mengaruh perubahan kitaran sel dalam sel kanser kolorektal.

Mekanisme 5-FU adalah melalui perencatan thymidylate synthase dan
penyekatan kitaran sel (Longley et al. 2003). 5-FU merupakan agen kemoterapeutik
fasa S aktif dan tidak mempunyai aktiviti apabila sel-sel berada dalam fasa GO (Shah
& Schwartz 2001). 5-FU menyebabkan kerosakan DNA dengan mengurai rantaian
berganda atau rantaian tunggal DNA dan mengganggu penggabungan FAUTP ke
dalam DNA pada fasa S (Curtin et al. 1991; Peters et al. 2000). Walau bagaimanapun,
kerosakan DNA juga boleh berlaku dalam semua fasa kitaran sel dan mekanisme
pembaikan yang terlibat adalah berbeza dalam setiap fasa kitaran sel (Kastan &
Bartek 2004). Dalam kajian terdahulu, 5-FU menyebabkan pengurangan sel dalam
fasa S awal atau pengumpulan sel pada fasa G1/S dalam sel-sel kanser kolorektal

manusia (Pizzorno etal. 1995).
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KESIMPULAN

Secara ringkasnya, RNAi1 menyediakan sistem yang baik dan berguna untuk
menentukan fungsi gen-gen yang mempunyai pengekspresan tinggi dalam kanser dan
peranangen tersebut dalam pertumbuhan sel kanser in vitro. Walaupun 20 gen yang
mempunyai pengekspresan tinggi dalam data mikroatur dipilih, hanya lima gen iaitu
DKCI, TMEMY97, NMEI ZAK, dan CKS2 menunjukkan ekepresi rendah selepas
transfeksi siRNA dalam titisan sel HT-29 dan HCT116. Penyenyapan gen DKCI,
TMEMY7, ZAK dan NMEI menurun viabiliti sel HT-29 dan HCTI116 dengan
signifikan. Penyenyapan DKC/ mengurangkan peratusan migrasi sel HCT116 dan
menyekat fasa G1 dalam kitaran titisan sel HCT116 berbanding kawalan negatif.
Penyenyapan DKCI juga meningkatkan kemosensitiviti dalam sel HCT116 dengan
menyekat pertumbuhan sel dan menyekat fasa S kitaran sel. Penyenyapan DKCI
dengan gabungan rawatan kemoterapi merupakan strategi yang baik untuk menyekat

perkembangan kanser kolorektal.

Limitasi kajian ini ialah kesan penyenyapan gen-gen yang tidak konsisten
pada titisan sel yang dikaji. Penyenyapan pada laluan isyarat dan bukannya gen-gen

individu haruslah dikaji untuk memastikan kesan penyenyapan yang lebih konsisten.
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Kajian in vivo yang selanjutnya juga perlu dilakukan untuk membawa langkah lebih

dekat kepada utiliti klinikal.
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LAMPIRAN A

Perwakilan Analisis Kitaran Sel HCT116 Selepas 48 Jam Tempoh Transfeksi

Dengan Menggunakan Aliran Sitome tri.
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siRNA Bebas RISC TMEM97
Gl 58.16% Gl 63.36%
S 33.84% S 28.64%
G2 8% G2 8%
% CV:3.74 % CV:7.16
DKCI T
Gl 67.56% Gl 58.16%
S 24.44% S o8 67
G2 8% G2 13.17%
% CV:7.43 % CV: 7.02
CKS? NMEI]
Gl 68.91% Gl 59.46%
S 23.09% S 26.44%
G2 8% G2 14.10%
% CV:6.56 % CV:7.56




Tidak ditransfeksi
Gl 59.27%

S 32.73%

G2 8%

% CV:7.23
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LAMPIRAN B

Perwakilan Analisis Kitaran Sel HT-29 Selepas 48 Jam Tempoh Transfeksi

Dengan Menggunakan Aliran Sitome tri.
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siRNA Bebas RISC TMEM97
Gl 66.32% Gl 67.78%
S 28.51% S 25.02%
G2 5.18% G2 7.20%
% CV: 4.80 % CV:6.97
DKCI 74K
Gl 69.53% Gl 59.02%
S 24.74% S 31.07%
G2 5.73% G2 9.91%
% CV: 4.84 %CV:7.67
CKS2 NMEI
Gl 67.40% G1 65.33%
S 25.82% S 25.25%
G2 6.78% G2 9.43%
% CV:7.37 % CV:7.54
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Tidak ditransfeksi
Gl 65.35%
S 26.65%
G2 8%
% CV: 5.41




LAMPIRAN C
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Perwakilan Analisis Kitaran Sel HCT116 Selepas Gabungan Transfeksi siRNA

Dan 5-FU Dengan Menggunakan Aliran Sitome tri.

siRNA bebas RISC TMEM97
Gl 22.91% Gl 4.35%
S 41.06% S 4551%
G2 36.03% G2 50.14%
% CV 5.41 % CV 6.64
DKC]1 Ik
St e Gl 30.51%
G2 49.480/0 S 343
Ve e G2 34.04%
? : % CV 6.72
CKS2 NME]
Gl 2.65% Gl 17.41%
S 49.22% S 64.31%
G2 48.13% G2 18.28%
% CV 6.85 % CV 6.34
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Tanpa rawatan
Gl 75.04%
S 7.16%
G2 17.80%
% CV 6.77
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LAMPIRAN D

Perwakilan Analisis Kitaran Sel HT-29 Selepas Gabungan Transfeksi siRNA
Dan 5-FU Dengan Menggunakan Aliran Sitome tri.

siRNA bebas RISC TMEM97
Gl 2.44% Gl 0.00%
S 90.20% S 97.01%
G2 7.36% G2 2.99%
% CV 7.42 % CV 4.63
DKC1 ZAK
Gl 0.00% Gl 0.57%
S 95.83% 22 9355853/%
0, . 0

CKS2 AR

Gl 1.99% Gl 0.97%

S 95.63% S 06a5%

S}zcv 42'638% G2 2.78%

P V463 % CV 4.63




Tanpa rawatan

Gl 88.72%
S 7.08%
G2 4.20%

% CV 6.96
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LAMPIRAN E

Penerbitan

Ting, T., R. Jamal, R. Harun, W. Z. Wan Ngah & N. M. Mokhtar 2015. RNA
Interference-Mediated Knockdown on DKC1 Gene in Chemosensitized Colorectal

Cancer Cell Lines. International Journal of Cancer Research and Molecular
Mechanisms 1(2).
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