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Abstract 

 Human oral tongue cancer (SP-C1) is thought to be a high 

grade malignancy. Despite advances in surgery, radiotherapy, 

chemotherapy and combination therapy, prognosis and survival of 

patients with human tongue cancer have not significantly 
improved over the past several decades. Treatment options for 

recurrent or refractory tongue cancer are limited. Therefore, as a 

strategy for refractory cancer, anti-mitotic chemotherapy and its 
mechanisms are of considerable interest, including those using 

docetaxel hydrate for inducing maspin protein. In the current study, 

the mechanisms responsible for growth suppression and metastasis 

of SP-C1 by docetaxel hydrate through induction of maspin 
regulation were investigated. To evaluate in vitro cell proliferation 

and cell metastasis, MTT and out-growth assays were performed, 

respectively. Furthermore, the expression of maspin mediated by 
docetaxel hydrate was analysed by Western blotting. The results 

showed that treatment with 50 g/ml docetaxel hydrate significantly 

suppressed SP-C1 cell growth from day 1. Strong inhibition of 

metastasis of SP-C1 cells was also shown by treatment with 50 g/ml of 

docetaxel hydrate. Moreover, a significant induction of maspin 

regulation was detected in cells treated with 10 and 50 g/ml of 

docetaxel hydrate. However, the same protein level was 

demonstrated in -tubulin expression. These findings suggest that 
docetaxel hydrate may have potential for powerful anti-mitotic 

chemotherapy through induction of maspin regulation. 
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Pendahuluan 

 Kanker oral (oral squamous cell carcinoma = 

OSCC) merupakan neoplasma leher dan kepala yang 

banyak terjadi, mempunyai angka morbiditas dan 

mortalitas tinggi serta prognosis buruk.1 OSCC 

mempunyai invasi lokal dan metastasis regional yang 

tinggi ke limfonodi regional, dan sering 

menyebabkan rekurensi lokal setelah pembedahan 

radikal akibat terjadinya mikroinvasi dan/atau mikro 

metastasis sel dari lesi primer.2 Walaupun 
pembedahan merupakan pilihan utama, penderita 

kanker yang mengalami rekurensi atau metastasis 

yang telah menyebar ke organ tubuh lain tidak 

dianjurkan untuk dilakukan pembedahan.
3
 

Prognosis kasus OSCC ini tidak berubah secara 

signifikan dalam 10 tahun terakhir,
4
 dan rerata 

pertahanan hidup (survival rate) tidak berubah 

selama 2 dekade terakhir.
5
 Patogenesis 

molekuler tipe OSCC ini masih belum diketahui 

dengan jelas. Beberapa peneliti melaporkan 

bahwa tingginya frekuensi mutasi gen p53 pada 
kanker leher dan kepala menyebabkan 

meningkatnya pertumbuhan sel kanker.
6,7

 Selain 

itu, timbulnya onkogen lain seperti EGFR,
8
 c-

myc,
9
 dan bcl-1

10
 dilaporkan sebagai penyebab 

pertumbuhan sel kanker. Berdasarkan laporan 

tersebut dapat diketahui bahwa penyebab 

pertumbuhan sel kanker masih belum jelas. 
Untuk itu diperlukan penelitian kontinyu untuk 

meningkatkan kemampuan perawatan yang 

lebih efektif dan efisien terhadap sel kanker 
OSCC, salah satunya menggunakan docetaxel 

hidrat untuk meningkatkan ekspresi protein 

maspin. 

 Maspin adalah protein sitoplasma dengan 
berat molekul 42 kDa yang merupakan protease 

inhibitor dari famili serpin. Maspin terekspresi 

pada sel epitel normal mamae manusia
11

 dan 
berhubungan dengan sekresi vesikel serta 

permukaan seluler.
2
 Maspin diketahui juga 

mempunyai kemampuan sebagai penghambat 
tumor.

13
 Transfeksi sel karsinoma mamae 

manusia menggunakan gen maspin diketahui 

dapat menurunkan induksi tumor, metastasis 

dan invasi sel.
11

 Maspin dapat pula menurunkan 
regulasi kanker mamae, dan ekspresinya dapat 

menghambat metastasis. Penurunan ekspresi 

maspin ini kemungkinan disebabkan tidak 
adanya transaktivasi melalui elemen Ets dan 

Ap1 pada maspin promoter
14

 atau menurunnya 

regulasi transkripsi.
15

 Mutasi maspin terjadi 

pada asam amino 319 yang merubah isoleucine 
menjadi valin.

15 
Single-chain tissue 

plasminogen activator (tPA) berinteraksi 

spesifik dengan peptid loop reaktif maspin dan 

dengan bentuk komplek rekombinan maspin 
yang stabil sehingga menyebabkan efek 

hambatan pada tPA.
16

 Walaupun menurunnya 

regulasi maspin telah diketahui meningkatkan 
progresivitas sel kanker mamae

11
 dan prostat,

15
 

aktivitas antitumor maspin pada sel kanker oral 

belum diketahui dengan jelas. 

 Docetaxel hidrat (Taxotere) merupakan 
agen kemoterapi anti-mitotik yang diekstrak 

dari tanaman Taxus brevifolia.
17

 Agen tersebut 

sudah banyak digunakan di klinik untuk 
perawatan beberapa jenis kanker manusia. 

Docetaxel hidrat meningkatkan aktivitas 

sitotoksik sel kanker payudara, ovarian, prostat, 
colorektal, gastrik, renal dan non-small cell 

kanker paru.
18

 Target molekuler docetaxel 

hidrat adalah mengikat mikrotubulus dengan 

afinitas tinggi. Docetaxel diketahui mempunyai 
konsentrasi yang lebih tinggi pada sel 

adenokarsinoma ovarium dibandingkan pada sel 

karsinoma ginjal. Hal ini mengindikasikan 
bahwa perawatan kanker ovarium menggunakan 

docetaxel lebih efektif.
19

 Docetaxel dilaporkan 

menginduksi fosforilasi oncoprotein bcl-2 yang 
meningkatkan apoptosis.

18
 

 Tujuan penelitian ini adalah menganalisis 

mekanisme hambatan proliferasi dan metastasis 

sel kanker SP-C1 menggunakan docetaxel 
hidrat melalui induksi regulasi maspin. 

 

 

Bahan dan Cara Kerja 
 

1. Sel dan kultur sel 

 Sel kanker SP-C1 diisolasi dari penderita 
kanker lidah. Sel dibiakkan dalam cawan Petri 

(Falcon, Becton Dickinson Labware, Lincoln 

Park, NJ, USA) menggunakan media 

Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM, 
Sigma, St Louis, MO, USA) ditambah dengan 

fetal calf serum 10% (FCS, Moregate BioTech, 

Bulimba, Australia), streptomisin 100 g/ml 
dan penisilin 100 unit/ml (Gibco, Grand Island,  

Supriatno  
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NY, USA). Sel diinkubasi dengan kelembaban 

udara 95% dan CO2 5% pada suhu 37
0
C, dan 

diperbanyak pada cawan petri baru sebelum sel 
kanker penuh.

1
  

 

2. Uji hambatan pertumbuhan sel (MTT 

assay) 

 Docetaxel hidrat (Aventis Pharma Co., Ltd, 
Japan) dilarutkan dalam medium DMEM. Efek 

docetaxel hdrat dievaluasi secara in vitro untuk 

mengetahui proliferasi sel SP-C1 dengan 
menggunakan [3-(3,4-dimethyl-thiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetra zolium bromide] (Sigma, 

Chemical Co., St.Louis, MO, USA). Sel (3 x 
10

3 
sel/sumur)

 
ditanam pada plat dengan 96 

sumur (Falcon, Lincoln Park, NJ, USA) berisi 

DMEM ditambah FCS 10%. Setelah diinkubasi 

selama 24 jam, dilakukan perawatan docetaxel 
hidrat dengan berbagai konsentrasi (0, 1, 10 dan 

50 g/ml). Jumlah sel dihitung menggunakan 
BioRad Microplate Reader (BioRad 

Laboratories, CA, USA) dengan panjang 

gelombang 540 nm pada hari ke-1 dan 3.  
 

3. Uji metastasis (Out-growth assay) 

 Sel SP-C1 dibiakkan pada cover glass 10 

mm (Matsunami Ltd., Osaka, Japan). Cover 
glass diletakkan di tengah cawan Petri 

berdiameter 60 mm dan media DMEM dengan 

berbagai konsentrasi docetaxel hidrat 
ditambahkan tanpa menggeser cover glass. Sel 

dibiakkan selama 10 hari dan diwarnai dengan 

larutan hematoksilin (Braidwood Lab, Sussex, 
UK) setelah fiksasi dengan 90% methanol 

(Wako Pure Chemical Industries, Japan). 
  

4. Ekspresi protein maspin dan -tubulin 

      Deteksi protein maspin dan -tubulin 

dilakukan dengan analisis Western blotting. 

Sampel protein (50 g) dari sel SP-C1 yang 
diperlakukan dengan docetaxel hidrat selama 72 

jam dielektroforesis menggunakan gel sodium 
dedoksil sulfat (SDS)-polyacrylamide dan 

ditransfer ke membran nitroselulose (PVDF 

membrane; BioRad, Hercules, CA, USA). 
Membran PVDF diblok dengan larutan TBS 

dalam 5% dry milk pada suhu 37
0
C selama 1 

jam. Kemudian diinkubasi dengan anti-maspin 

rabbit polyclonal antibody dan anti- tubulin 

(Santa Cruz Biotechnology, CA, USA). Protein 

dideteksi menggunakan ECL
TM

 plus 

(Amersham Pharmacia Biotech, Buckinghamshi 
re, UK). 
 

5. Analisis statistik 

 Analisis statistik dilakukan dengan program 

Stat Work komputer Macintosh (Cricket 
Software, Philadelphia, PA, USA). Data 

dianalisis menggunakan Analisis varians 

(ANOVA) dua jalur dilanjutkan dengan Tukey’s 
test (t-test) dengan derajat kemaknaan 95%. 

 

 

Hasil Penelitian 
 

Efek docetaxel hidrat terhadap sel SP-C1 in 

vitro 
 Relatif jumlah sel dievaluasi dengan 

membandingkan absorben setiap sel 

menggunakan uji MTT pada hari ke-1 dan 3. 

Relatif jumlah sel SP-C1 yang diperlakukan 

dengan docetaxel 50 g/ml pada hari ke-1 
menunjukkan penurunan yang signifikan (P< 

0,05), sedangkan hari ke-3 menampakkan 

bahwa hambatan pertumbuhan sel sangat kuat 

terjadi pada sel yang diperlakukan dengan 

docetaxel konsentrasi 10 dan 50 g/ml 
dibandingkan dengan kontrol (P < 0,01) 

(Gambar 1). 
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Gambar 1. Rerata jumlah sel SP-C1 yag 

 diperlakukan dengan docetaxel hidrat 

 berbagai  konsentrasi pada hari ke-1 d

 an -3 dengan optical density (OD)  540. 

Docetaxel hidrat menghambat proliferasi 
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0                    1                    10               50   g/ml  

Hambatan metastasis sel 

 Hambatan metastasis sel SP-C1 dilakukan 

menggunakan out growth assay. Uji ini 

dikembangkan untuk menganalisis beberapa 

aspek biologi sel kanker, terutama kemampuan 
invasi dan metastasis.

20
 Sel SP-C1 yang 

diperlakukan dengan docetaxel 50 g/ml 
mempunyai hambatan metastasis yang kuat 

dibandingkan dengan docetaxel 1 g/ml atau 
kontrol (Gambar 2). Pada kontrol terlihat 

adanya pertumbuhan sel yang meluas dan keluar 
dari cover glass, sedangkan sel yang 

diperlakukan dengan docetaxel 1 sampai 50 

g/ml mulai terlihat hambatan metastasis. 

 

 

 

 

 

Gambar 2. Uji hambatan metastasis menggunakan 

 out growth assay pada sel SP-C1 yang 

 diperlakukan dengan docetaxel konsentrasi 

 0, 1, 10, 50 g/ml. 
 

Analisis Western blotting 

 Analisis Western blotting menunjukkan 
peningkatan regulasi protein Maspin (42 kDa) 

pada sel SP-C1 yang diperlakukan dengan 

docetaxel dibandingkan kontrol, sedangkan 

ekspresi protein -tubulin sebagai kontrol 
positif terdeteksi mempunyai level protein yang 
sama pada setiap sampel SP-C1 yang diuji 

(Gambar 3). Peningkatan ekspresi protein 

Maspin menunjukkan bahwa agresivitas dan 
aktivitas sel kanker SP-C1 menurun. 

 
Gambar 3. Ekspresi   protein  maspin  dan  -

 tubulin pada sel SP-C1 yang 

 diperlakukan  dengan      docetaxel 0, 1, 

 10, 50 g/ml. 

Diskusi 

 Maspin (42 kDa) merupakan protein 

sitoplasma penghambat enzim protease pada 

beberapa jenis kanker manusia. Penelitian 

terdahulu melaporkan bahwa maspin 
mempunyai fungsi sebagai gen dan protein 

penghambat tumor yang dapat meningkatkan 

hambatan proliferasi, invasi, metastasis dan 
motilitas sel kanker.

11,13,16
 Tetapi, masih sangat 

sedikit dilaporkan hubungan tingkat ekspresi 

maspin terhadap kanker rongga mulut, terutama 
OSCC yang mempunyai frekuensi kejadian 

yang tinggi diantara kanker leher dan kepala, 

serta mempunyai tingkat invasi dan metastasis 

yang cepat ke limfonodi regional. Perawatan 
OSCC dikategorikan sebagai penyakit yang 

sukar perawatannya walaupun telah dilakukan 

pembedahan radikal. Hal ini disebabkan 
terjadinya mikro invasi dan/atau mikro 

metastasis dari lesi primer.  

 Pada penelitian ini, telah dilakukan isolasi 

sel SP-C1 dari penderita kanker lidah dengan 
diferensiasi sedang dan belum melibatkan 

jaringan otot.
1,2

 Hasil penelitian menggunakan 

analisis Western blotting pada sel SP-C1 
menunjukkan bahwa ekspresi protein maspin 

meningkat pada sel yang dirawat dengan 

docetaxel, suatu kemoterapi anti-mitotik. 
Sebaliknya, ekspresi protein maspin menurun 

pada sel SP-C1 yang tidak dirawat. Hasil 

tersebut mendukung konsep bahwa maspin 

mempunyai fungsi sebagai penghambat tumor. 
Data ini menunjukkan pula bahwa pertumbuhan 

dan perkembangan OSCC melibatkan regulasi 

protein Maspin. Selanjutnya, hasil penelitian 
hambatan proliferasi sel SP-C1 menunjukkan 

bahwa docetaxel menghambat proliferasi sel 

SP-C1 dengan kuat. Data yang sama dilaporkan 
Rowinsky

21
 pada kanker ovarium, paru dan 

colon. Mekanisme hambatan docetaxel 

kemungkinan melibatkan c-Jun N-terminal 

kinase (JNK) atau stress-activated protein 
kinase (SAPK) yang dapat menyebabkan 

apoptosis.
22

 Laporan lain menyatakan bahwa 

docetaxel mengaktifkan Raf-1 dan 
menyebabkan fosforilasi Bcl2 pada fase G2/M 

yang disertai apoptosis.
23

 Pada penelitian ini 

diketahui bahwa hambatan proliferasi sel kanker 

 Maspin 

-tubulin 

0              1             10           50          g/ml 
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SP-C1 oleh docetaxel hydrate disebabkan 

meningkatnya regulasi protein maspin. Hasil ini 

mengindikasikan bahwa meningkatnya ekspresi 
protein maspin berhubungan dengan prognosis 

baik, pertahanan hidup tinggi, dan hambatan 

progresivitas sel kanker yang kuat. Sesuai 

dengan penelitian yang diharapkan, hambatan 
proliferasi sel dikonfirmasikan dengan 

hambatan metastasis sel SP-C1 melalui out 

growth assay. Pada sel kontrol diketahui bahwa 
sel tumbuh dan menyebar melewati gelas 

bundar diameter 10 mm setelah 10 hari inkubasi 

pada suhu 37
0
C. Hambatan metastasis terlihat 

jelas pada sel SP-C1 yang diperlakukan dengan 

docetaxel hidrat konsentrasi 50 g/ml. Sel 
terhambat pertumbuhannya dan masih dalam 

gelas bundar. Warna sel tampak lebih muda 

menunjukkan sel yang tumbuh sedikit 
dibandingkan kontrol. Data tersebut berarti 

docetaxel hidrat efektif menghambat metastasis 

sel SP-C1 melalui induksi protein maspin. 

 Kesimpulan, docetaxel hidrat mempunyai 
kemampuan kemoterapi yang kuat pada sel 

kanker SP-C1 melalui peningkatan regulasi 

protein maspin. 
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